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CAPÍTULO I: “INTRODUCCIÓN” 
 
1.1. INGREDIENTES LIPÍDICOS BIOACTIVOS 
1.1.1.  Los lípidos en la dieta 
 
Los lípidos son moléculas orgánicas, principalmente formadas por carbono e 
hidrógeno y en menor medida por oxígeno, aunque también pueden contener 
azufre, fósforo y nitrógeno en su estructura. Su característica principal es que son 
moléculas hidrófobas, es decir, insolubles en agua y solubles en disolventes 
orgánicos (1).  
Los compuestos lipídicos son nutrientes esenciales e indispensable para el 
equilibrio alimentario, debido a su papel fundamental en el organismo. Intervienen 
en múltiples funciones metabólicas esenciales, proporcionan un aporte calórico 
importante de la dieta y participan como elementos estructurales en las 
membranas. Su consumo es necesario debido a la participación de los mismos en el 
correcto funcionamiento del sistema nervioso y del aparato cardiovascular. 
Además, se encuentran implicados en múltiples funciones fisiológicas en las que 
participan como mediadores de señales intra e intercelulares, como son las 
hormonas, los eicosanoides y algunos factores de transcripción. También es 
importante recordar que son los responsable del transporte de las vitaminas 
liposolubles (A, D, E y K) (1- 3). 
Durante muchos años, la percepción que se ha tenido de los lípidos ha sido 
bastante negativa, debido a su relación con diferentes enfermedades y desórdenes 
crónicos como son la obesidad, la diabetes, el cáncer y las enfermedades 
cardiovasculares (CVD). Por este motivo, en los últimos años los lípidos han sido 
objeto de muchos trabajos científicos, en los cuales se ha podido determinar que 
no sólo son imprescindibles para un correcto funcionamiento del organismo, sino 
que consumidos en una dosis adecuada, dependiendo del tipo de lípido, podrían 
ser compuestos saludables (1-5). Existen diversos estudios que han corroborado 
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que es necesario ingerir una dieta con un perfil lipídico adecuado para asegurar 
que el organismo pueda funcionar de manera correcta a lo largo de la vida (4-6). 
1.1.2.  Lípidos bioactivos  
 
El término bioactivo en el campo de la alimentación, y específicamente en el 
ámbito de los alimentos funcionales, se define para aquellos compuestos químicos 
que ejercen un efecto beneficioso para alguna función corporal del individuo, 
produciendo una mejora en su estado de salud o bienestar, o reduciendo el riesgo 
de padecer alguna enfermedad (6). En el caso concreto de los lípidos bioactivos se 
hace referencia a las moléculas de carácter lipídico que ejercen un efecto 
beneficioso para la salud (5). 
Dentro de los compuesto lipídicos, los triglicéridos (TG) son los componentes 
mayoritarios en la naturaleza, seguidos por los fosfolípidos (PL), los esteroles (ST)  
y otros compuestos minoritarios como glicéridos parciales, alquilgliceroles, o 
vitaminas liposolubles y sus precursores (1). En la actualidad, se están llevando a 
cabo diferentes estudios sobre las propiedades funcionales o beneficiosas de estos 
componentes lipídicos de la dieta, más allá de su simple valor nutricional o 
fisiológico, en la prevención y tratamiento de algunas patologías crónicas, como las 
CVD, el cáncer o las enfermedades de naturaleza autoinmune (7, 8).  
 
1.1.2.1. Ácidos Grasos 
 
Los ácidos grasos (FAs) son biomoléculas de naturaleza lipídica, formados 
por una cadena lineal hidrocarbonada de diferente número de átomos de carbono 
y con un grupo carboxilo en el extremo (son ácidos orgánicos monocarboxílicos). 
Se encuentran formando parte de la estructura de la mayoría de los compuestos 
lipídicos, tanto de los TG, los diglicéridos (DG) y los monoglicéridos (MG), como de 
PLs, o de los ésteres de STs (3). 
Los FAs pueden llevar en su estructura dobles enlaces (FAs insaturados) o no 
llevarlos (FAs saturados), que les proporcionarán diferentes características 
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estructurales, físicas (extensibilidad, plasticidad y consistencia) y químicas 
(cristalización, punto de fusión), así como diferentes propiedades bioactivas. Los 
FAs presentan un papel biológico muy definido en la naturaleza, participando 
principalmente en tres funciones fisiológicas imprescindibles para el correcto 
funcionamiento de los organismos vivos, como son las funciones energética, 
estructural y reguladora  (1-3). 
Por otro lado, independientemente del grado de saturación, los FAs pueden 
clasificarse en función de su número de átomos de carbono, pudiendo ser de 
cadena corta (SCFAs), de cadena media (MCFAs) o de cadena larga (LCFAs). Dado 
el interés particular de la presente Tesis en determinados SCFAs o LCFAs, estos 
grupos de FAs se comentarán a continuación en mayor detalle.  
 
a) Ácidos grasos de cadena corta  
 
Son considerados como SCFAs aquellos que tienen en su estructura de 2 a 6 
átomos de carbono. Los principales SCFAs son el ácido acético (C2:0), el ácido 
propiónico (C3:0) y el ácido butírico (C4:0). Estos FAs se encuentran en diversas 
fuentes en la naturaleza. La leche y algunos productos lácteos, como la mantequilla, 
contienen determinadas cantidades de ácido butírico (9). Por otro lado, de la 
fermentación de los productos lácteos se obtiene el ácido propiónico, ampliamente 
utilizado en la industria alimentaria como conservante (10). Por su parte, el ácido 
acético se obtiene de la fermentación, llevada a cabo por bacterias del género 
acetobacter, de diferentes alimentos alcohólicos como son el vino, la sidra o los 
cereales fermentados (11). Por otro lado, a nivel sistémico, los SCFAs son liberados 
de la fermentación de los azúcares no digeridos y de la fibra dietética llevada a 
cabo por la flora bacteriana intestinal a lo largo de todo el intestino grueso (12).  
Entre las principales funciones biológicas que se han podido estudiar de los 
SCFAs, se ha visto que podrían tener determinadas propiedades relacionadas con 
el aumento del flujo vascular, y con la motilidad y absorción de sodio a nivel 
intestinal. Por otro lado, se ha observado que podrían estimular la secreción de la 
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mucosa intestinal y que podrían tener determinadas propiedades antiinflamatorias 
y anticancerígenas. Además, se ha descrito que la ausencia de estos SCFAs podría 
provocar la inflamación de la mucosa colorrectal (13).   
Ácido Butírico 
Es el SCFA de mayor relevancia a nivel del intestino grueso, debido a su 
importante papel como sustrato de energía para las células del colon, así como su 
papel en el control de la inflamación colónica. 
 
 
 
                                          
                                                  
 
 Hoy en día, el ácido butírico (Figura 1) es un importante foco de estudio 
debido a que es capaz de producir una serie de efectos beneficiosos para el 
organismo.  
 Efecto anticancerígeno. El ácido butírico interviene en la patogénesis de 
diversos cánceres, como el cáncer colorrectal, el hepatocarcinoma, en el 
cáncer de mama, la leucemia y el cáncer de próstata. Se ha podido 
observar que el ácido butírico es capaz de inhibir la proliferación celular e 
inducir la diferenciación y apoptosis de células en líneas celulares de 
cáncer (14, 15). A nivel molecular se ha estudiado que el ácido butírico 
podría regular la expresión génica mediante la inhibición de la histona 
deacetilasa, modulando así a varias proteína implicadas en el control del 
ciclo celular (16). Asimismo, se ha observado que podría inactivar la 
expresión de oncogenes y regular la respuesta al estrés celular (17). 
 Efecto antiinflamatorio. Se manifiesta a nivel del colon debido a la acción 
del ácido butírico sobre la mucosa. Se ha observado que el butirato podría 
Figura 1. Molécula de ácido butírico 
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ser capaz de aumentar la producción de mucina y de proteínas, y reducir la 
secreción de ciertos mediadores pro-inflamatorios (TNF-α) (18, 19), los 
cuales participan activamente sobre el proceso de inflamación. Además, se 
ha estudiado que podría inhibir la adhesión de leucocitos al endotelio, 
aumentando la liberación de IL-10 y reduciendo la expresión del receptor 
intestinal TLR4, factor cuya expresión se ha visto que es elevada en 
enfermedades inflamatorias crónicas intestinales (19, 20). 
 Otros efectos. Se ha observado que el ácido butírico podría actuar como 
regulador de la reproducción de colonocitos, lo que proporcionaría un 
aporte positivo en el mantenimiento de la flora colónica (14). Además, 
podría actuar como regulador de la absorción de agua y electrolitos, lo que 
permitiría mantener el equilibrio homeostático del intestino grueso (20). 
 
b) Ácidos grasos de cadena larga  
 
Los LCFAs tienen en su estructura 16 o más átomos de carbono, pudiendo ser 
tanto saturados como insaturados. Dentro de este amplio grupo de FAs destacan 
particularmente por su relevancia biológica y bioactividad los FAs insaturados, 
principalmente aquellos que presentan varios dobles enlaces en su estructura, 
denominados PUFAs. 
Los PUFAs hoy en día son un importante foco de estudio, debido a la gran 
cantidad de propiedades saludables para el organismo que se ha observado que 
presentan. Entre los PUFAs más estudiados actualmente se encuentran dos 
familias, los denominados omega-3 (ω3) y omega-6 (ω6), algunos de los cuales son 
FAs esenciales para el organismo, es decir, deben ser consumidos en la dieta ya que 
el organismo humano no es capaz de sintetizarlos (21). Entre los beneficios 
descritos en la bibliografía para los ω3 y para los ω6 destacan el potencial efecto 
anticancerígeno frente a diferentes tipos de cánceres y el potencial efecto 
antiinflamatorio, junto a la disminución de incidencia de CVD y la disminución de 
la presión arterial (21, 22).  Además de estos ácidos grasos, existen otros PUFAs 
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que han cobrado un gran interés en las últimas décadas debido a sus propiedades 
bioactivas, destacando el caso particular de los ácidos linoleicos de tipo conjugado, 
como se detallarán a continuación.                     
 
Ácido Linoleico Conjugado (CLA) 
Los ácidos linoleicos conjugados o CLAs, constituyen una familia de 28 
isómeros posicionales y geométricos del ácido linoleico (LA), un ácido de 18 
átomos de carbono que posee dos dobles enlaces en su estructura. Normalmente, 
las parejas de dobles enlaces en los ácidos grasos tienen un grupo metilo entre 
ambos enlaces, pero en el caso de los  ácidos grasos conjugados, los dobles enlaces 
se encuentran separados únicamente por un enlace simple (Figura 2). Ademas 
pueden presentar configuración –cis ó –trans, las cuáles se distinguen según la 
orientación de la cadena hidrocarbonada hacia el mismo lado del doble enlace (-
cis), o hacia el aldo opuesto del doble enlace (-trans). 
 
 
      
Existe una gran mezcla de isómeros dentro de la familia de los CLA. La 
diferencia entre ellos radica en las posiciones en las que se encuentran los dobles 
Figura 2. Estructura del ácido linoleico junto a dos isómeros del ácido linoleico conjugado 
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enlaces y en la configuración de esos dobles enlaces, que pueden ser cis-trans, 
trans-cis, cis-cis y trans-trans. Dentro de esta gran familia de isómeros destacan dos 
de ellos, el cis-9, trans-11(isómero mayoritario) y el trans-10, cis-12, debido a que 
son el principal foco de las investigaciones científicas hoy en día (23, 24). 
Se pueden encontrar en la bibliografía diferentes trabajos en relación al 
estudio de las principales propiedades bioactivas del CLA (25-32), entre las cuales 
destacan: 
 Prevención de CVD. Se ha observado que el CLA podría reducir lesiones 
ateroescleróticas, disminuir los niveles de colesterol (Cho) total, de TG y 
de Cho LDL, y aumentar los niveles de Cho HDL (25). Asimismo, se ha 
observado que podría disminuir la presión arterial (26) y aumentar la 
frecuencia cardiaca, sin presentar cambios en la agregación plaquetaria 
(27). 
 Reducción de la grasa corporal. Se trata de uno de los aspectos que más 
atención ha suscitado en los últimos años en cuanto al CLA. Se ha 
estudiado que el isómero trans-10 cis-12 podría ser el responsable de esta 
actividad (28). Se piensa que la reducción de la grasa corporal sería el 
resultado de diferentes mecanismos, como podrían ser un aumento del 
gasto energético, una reducción de la acumulación de lípidos en el tejido 
adiposo, un aumento de la apoptosis de los adipocitos y de la modulación 
de adipocinas y citocinas, y un aumento de la β-oxidación (28). 
 Actividad anticancerígena. El CLA podría ser capaz de reducir la iniciación, 
promoción y progresión de algunos tipos de cánceres, como el cáncer de 
piel, de mama, de estómago, de colon y de hígado (29). Se ha estudiado 
también que podría reducir la metástasis de estos cánceres, actuando en la 
reducción de la producción de eicosanoides, interfiriendo en las vías de 
señalización celular e inhibiendo la síntesis de ADN (29). 
 Respuesta inmune e inflamatoria. El CLA podría tener ciertas propiedades 
antiinflamatorias en relación a la reducción de la inflamación del colon. Se 
ha evaluado su posibilidad de disminuir la producción de citocinas 
inducidas por antígeno y su posibilidad de modular la producción de 
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citocinas, prostaglandinas y leucotrienio B4 (25,30). Por otro lado, se ha 
estudiado que el CLA podría mejorar la respuesta inmune a través de la 
modulación del factor alfa de necrosis tumoral (TNF-α) (30, 31). 
 Mejora de la masa ósea. Algunos estudios afirman que el CLA podría 
mejorar la masa ósea, basándose en datos de peso de las cenizas, en datos 
de contenido mineral del hueso, en la longitud del hueso, en la densidad 
ósea, en el peso de hueso seco o en el contenido de calcio, magnesio y 
fósforo (32, 33).  
 
1.2.2. 2. Acilgliceroles y alquilgliceroles 
 
Los acilgliceroles son ésteres de FAs unidos a una molécula de glicerol. La 
molécula de glicerol puede llegar a reaccionar con uno, dos o con tres FAs, debido a 
la presencia de 3 grupos hidroxilo en su estructura (2, 3). Así, según el número de 
FAs que lleva esterificados las moléculas de glicerol se pueden denominar (4): 
 Monoacilgliceroles (MG): solamente llevan esterificado un FA a la 
molécula de glicerina.  
 Diacilgliceroles (DG): llevan esterificados dos FAs a la molécula de 
glicerina. 
 Triacilgliceroles (TG): llevan esterificados tres FAs a la molécula de 
glicerina. 
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Figura 3. Estructura del glicerol (a), estructura de un FFA (b) y las diferentes estructuras a las 
que pueden dar lugar tras una reacción de esterificación: MG (c), DG (d) y TG (e). 
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Cada uno de los acilgliceroles (figura 3)  mencionados anteriormente  puede 
llevar a cabo diversas funciones (estructurales, energéticas, y reguladoras) 
específicas en el organismo.  
a) Triglicéridos  
Se trata del mayor componente lipídico de los tejidos, además del 
mayormente consumido en la dieta, el cual tiene unas funciones biológicas muy 
específicas en los organismos vivos, como son actuar como reserva energética, 
aislante térmico, o proporcionar protección mecánica (1). 
En cuanto a las funciones bioactivas de los TG, estas se van a deber 
principalmente a la composición y posición de los FAs que lleven esterificados en 
su estructura, residiendo en el acilglicerol la importancia de vehiculizar de una 
manera efectiva dicho FA bioactivo. 
b) Glicéridos parciales 
Los DG y MG se conocen habitualmente como “glicéridos parciales”, debido a 
que se tratan de productos liberados de la hidrólisis parcial de los TG.  
Actualmente son muy utilizados en la industria alimentaria, farmacéutica y 
cosmética, debido al especial interés en sus funciones, tanto tecnológicas como 
biológicas (4). Desde el punto de vista tecnológico, los glicéridos parciales son 
emulgentes de especial interés, bastante utilizados en gran diversidad de 
productos alimentarios. Desde el punto de vista biológico, los glicéridos parciales 
parecen estar implicados en la transducción de señales, podrían ser fuente de 
prostaglandinas, precursores de la endocannabinoide 2-araquidonoilglicerol y 
activadores de una subfamilia de receptores TRPC3/6/7 (34). 
Por otro lado, desde el punto de vista bioactivo, los glicéridos parciales están 
siendo compuestos lipídicos de especial interés en los últimos años, debido a las 
funciones que se ha observado que podrían desempeñar en el organismo, entre las 
cuales se destaca las siguientes: 
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 Efecto hipocalórico de las formas 1,3-DG y 1(3)-MG. Se ha  observado que 
estas formas lipídicas particulares son capaces de reducir el peso y la 
grasa corporal, así como los TG en sangre, aumentando el gasto 
energético en el organismo. Aunque el efecto bioactivo de estos 
productos no está claramente establecido, la hipótesis que se ha 
manejado estaría relacionada con el metabolismo particular de estos 
glicéridos parciales en los enterocitos, que resulta en una menor 
formación de quilomicrones y un aumento de la β-oxidación de FA (35, 
36).  
 Antioxidante, anti-aterogénico y antidiabético. Por otro lado, en la 
bibliografía se encuentran descritos trabajos donde se han estudiado 
otras propiedades bioactivas particulares del MG esterificado con ácido 
oleico (monoleína, MO) (37). En el trabajo de Takeno et al (37) se 
describe a través de ensayos in vitro y de ensayos celulares las 
propiedades antioxidantes, anti-atreogénicas y antidiabéticas de la MO. 
Por otro lado, Feltes et al (38) describieron que tanto el 1-MG como el 2-
MG pueden ser capaces de evitar un incremento de la insulina en sangre 
despúes de la ingesta, controlando la prevención de la obesidad y la 
diabetes (38). 
c) Alquilgliceroles  
Los alquilgliceroles son unos componentes lipídicos con estructura similar a 
la de los acilgliceroles, en los que al menos uno de los enlaces ésteres en la 
molécula glicerol es reemplazado por un enlace éter. A su vez, en el resto de las 
posiciones de la glicerina, estos alquilgliceroles pueden llevar esterificados uno o 
dos FAs en las posiciones sn-2 y sn-3 (figura 4).  Así, su clasificación, basándose en 
el número de FAs que los esterifican, es parecida a la de los acilgliceroles (39, 40): 
 Sin esterificar (AKG): no llevan esterificado ningún FA a la estructura del 
alquilglicerol 
 Monoesterificados (M-AKG): llevan esterificado un FA a la estructura del 
alquilglicerol  
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 Diesterificados (D-AKG): llevan esterificados dos FAs a la estructura del 
alquilglicerol. 
 Los FAs más comunes que se pueden encontrar eterificados a estos 
alquilgliceroles son los C16:0, C18:0 y C18:1, que dan lugar a sus correspondientes 
alquilgliceroles; los cuales se conocen comúnmente como 1-O-hexadecilglicerol o 
“alcohol chimílico”, 1-O-octadecilglicerol o “alcohol batílico” y 1-O-octadec-9-enil 
glicerol o “alcohol selachílico” respectivamente. 
 
 
 
 
                                   
 
Estos derivados lipídicos se encuentran principalmente en el aceite de hígado 
de tiburón, un aceite utilizado durante los últimos años como agente terapéutico y 
preventivo de determinadas enfermedades, debido principalmente a su 
composición en alquilgliceroles (40). Por otro lado, se encuentran presentes de 
forma minoritaria en prácticamente todos los tejidos, principalmente en aquellos 
que son portadores de células inmunitarias como el hígado, el bazo, la médula 
ósea, los glóbulos rojos y los ganglios linfáticos. Asimismo, se encuentran 
formando parte de los lípidos plasmáticos y en la leche materna, donde se han 
encontrado valores de hasta diez veces más que en la leche de vaca (39).  
Los alquilgliceroles han sido foco de atención de diversos estudios en los 
últimos años (40, 41), debido a las propiedades bioactivas que presentan: 
 Estructura similar a los factores de activación plaquetaria. Por este 
motivo se ha observado que podrían prevenir determinadas 
Figura 4. Molécula de alquilglicerol (batil alcohol)  
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enfermedades como el asma, la psoriasis, la artritis y la eliminación de 
metales pesados del cuerpo (40). 
 Agentes antineoplásicos. Se ha observado que podrían inhibir el 
crecimiento celular y podrían mostrar una actividad antimetastásica, 
induciendo la diferenciación y apoptosis de células de cáncer (40). 
 Estimulación inmunológica. Existen estudios sobre la participación de los 
alquilgliceroles en la actividad inmuno-estimuladora, actuando sobre los 
macrófagos, además de sobre los linfocitos B y T. Otro efecto que se ha 
observado que podrían tener es la producción de anticuerpos, 
principalmente de inmunoglobulinas G y M (40). 
 Aumento de la movilidad del esperma. Se ha estudiado que los 
alquilgliceroles podrían mejorar la movilidad del esperma y la fertilidad 
(41). 
Debido a todas estas propiedades biológicas y/o bioactivas de los 
alquilgliceroles, se ha planteado su suministración como terapia complementaria 
en el tratamiento de desórdenes neoplásicos y como potenciadores del sistema 
inmune en distintas enfermedades infecciosas (40).  
 
1.1.2.3. Esteroles 
Los STs (figura 5) son esteroides de 27 a 29 átomos de carbono 
pertenecientes a la fracción lipídica no saponificable. Su estructura química deriva 
del ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano, una molécula de 17 átomos de 
carbono formada por tres anillos hexagonales y uno pentagonal (1-4). 
Al carbono 17 se le une una cadena lateral de 8 o más átomos de carbono, 
encontrándose un alcohol o hidroxilo (OH) unido al carbono 3.  
Los distintos STs se pueden clasificar según la presencia o no de dobles 
enlaces en la posición 5.  
Esteroles. Si tienen un doble enlace en la posición 5 del segundo anillo 
hexagonal: colesterol, sitosterol, campesterol, estigmasterol (figura 5)  
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Estanoles. No tienen un doble enlace en la posición 5 del segundo anillo 
hexagonal: colestanol, sitostanol, campestanol, estigmastanol… 
 
a) Esteroles de origen animal. 
El Cho (Figura 5a) es el ST predominante en animales, el cual se encuentra en 
los tejidos corporales y en el plasma sanguíneo de los vertebrados.  También es 
importante destacar las elevadas concentraciones del mismo que hay en hígado, 
médula espinal, páncreas y cerebro (42).  
La cantidad de Cho en el organismo procede de dos vías, una vía exógena, que 
correspondería al Cho procedente de la dieta, y una vía endógena que 
correspondería al Cho sintetizado por el propio organismo, llevado a cabo 
principalmente en el hígado.  
El Cho es un componente lipídico imprescindible para la vida animal y se 
encuentra vinculado a diferentes funciones biológicas del organismo humano, 
tiene una importante función estructural, y actua como precursor de hormonas 
sexuales, corticoesteroidales, vitamina D o sales biliares (SB) (43). 
  Figura 5. Moléculas de esteroles: Colesterol (a), sitosterol (b), campesterol (c) y estigmasterol (d) 
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Sin embargo, hoy en día el Cho es un ST bastante estudiado, no tanto por sus 
funciones biológicas, sino debido a la repercusión negativa que puede tener un 
exceso de Cho en el torrente sanguíneo. Un aumento de la cantidad de Cho en 
sangre puede llevar a la aparición de placas de ateroma en las venas y arterias del 
organismo. Estas placas de ateroma pueden ir creciendo, provocando una 
disminución del flujo sanguíneo del capilar en el que se encuentre, lo cual podría 
deribar en problemas de circulación, aparición de trombos y desarrollo de CVD, 
como la enfermedad arterial coronaria o los accidentes cerebro vasculares (44). 
Como bien es sabido, estos problemas derivados de la hipercolesterolemia 
presentan una elevada incidencia en la gran mayoría de países desarrollados (45), 
de ahí que gran parte de la investigación y terapias actuales en torno al Cho traten 
de buscar estrategias o mecanismos que den lugar a efectos hipocolesterolémicos 
para la prevención de este tipo de enfermedades.  
b) Esteroles de origen vegetal 
Los fitoesteroles (PS) son STs de origen vegetal con una estructura similar a 
la del Cho. Estos compuestos actúan como componentes estructurales de las 
membranas vegetales, estabilizando la bicapa de PL a la vez que sirven de 
intermediarios para la biosíntesis de celulosa y de numerosos productos vegetales 
secundarios, como los alcaloides (46). 
Existen una gran cantidad de PS en la naturaleza, entre los cuales destacan 
como mayoritarios el β-sitosterol (Figura 5b), el campesterol (Figura 5c) y el 
estigmasterol (figura 5d), y sus análogos estanoles (3, 4, 46). 
Se pueden encontrar PS en la naturaleza de dos maneras, libres o como 
compuestos complejos, es decir, esterificados a FAs, a ácido ferúlico o glicosilados. 
En general, cerca del 50% del total de los PS que se encuentran en los alimentos 
están esterificados a FAs o a ácido ferúlico, mientras que los esteroles glicosilados 
son un componente más minoritario. (47). 
La principal función bioactiva que se ha observado que desempeñan los PS 
está relacionada con un efecto hipocolesterolémico. En la actualidad existen 
diversos estudios en relación al papel biológico que desempeñan los PS frente a la 
absorción del Cho (48). Se ha estudiado que los PS pueden interferir en la 
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absorción intestinal de Cho, habiéndose planteado distintos niveles de acción en 
los cuáles los PS podrían reducir la cantidad de Cho en el organismo (49). 
 - Co-cristalización. Los PS podrían co-cristalizar con el Cho que se 
encuentra en el medio intestinal provocando la formación de cristales 
mixtos, los cuáles no podrían formar parte de las estructuras 
micelares que se forman en el medio acuoso intestinal, y que son 
necesarias para la absorción del colesterol, y precipitarían (49). 
- Interacción con enzimas. Se ha observado que los PS podrían inhibir 
la acción de la enzima colesterol esterasa pancreática, enzima 
responsable de la hidrólisis de ésteres de esterol, bloqueando a la 
enzima y disminuyendo su actividad (49). 
- Competición con solubilización micelar. Los PS podrían competir con 
el Cho a nivel de  su inclusión dentro de las estructuras micelares. Se 
ha observado que los PS podrían tener una mayor facilidad para 
incluirse dentro de las estructuras micelares, lo que provocaría una 
disminución de la bioaccesibilidad  del Cho a nivel de su absorción 
intestinal (49). 
- Competición en el transporte intra-celular: Por otro lado, se ha 
observado que los PS podrían competir con el Cho también a nivel de 
su transporte intra-celular, reduciendo el nivel de acción de los 
transportadores del Cho en las células intestinales (48, 49) 
Esta propiedad biológica de los PS frente al metabolismo y absorción del Cho 
los hace una familia lipídica de mucho interés científico en el tratamiento de la 
hipercolesterolemia. Así, en la actualidad, se pueden encontrar diversos productos 
comerciales enriquecidos con PS, con la finalidad de ayudar a reducir el nivel de 
Cho en sangre. Algunos de estos productos los podemos encontrar en alimentos de 
gran consumo, como son algunas margarinas enriquecidas en PS o algunos 
derivados lácteos.  
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Por otro lado, se ha descrito en otros estudios de la bibliografía que los PS se 
encuentran relacionados con otras funciones bioactivas de especial interés, como 
pueden ser propiedades anti-inflamatorias, antipiréticas y anti-diabéticas, y la 
potencial capacidad de reducir el riesgo de padecer CVD (50, 51). Aún quedan por 
llevar a cabo muchos estudios para conocer con mayor precisión todos los efectos 
bioactivos que pueden tener sobre el organismo los PS, aunque ya se están 
llevando a cabo muchos de ellos en relación al efecto de los PS sobre células 
cancerígenas (52,  53). 
 
1.1.2.4. Fosfolípidos 
Los PLs son un tipo de lípidos anfipáticos, compuestos mayoritariamente por 
una molécula de glicerol esterificada con dos FAs y un grupo fosfato (figura 6 y 7). 
El grupo fosfato se encuentra a su vez esterificado frecuentemente con un amino-
alcohol, lo cuál confiere al conjunto de la estructura una determinada polaridad. 
Esta región del PL se denomina la “cabeza polar”, mientras que los dos FAs que se 
encuentran esterificados a la estructura formarán las “colas” hidrófobas del PL. Por 
esta conformación estructural los PLs son fuertes moléculas anfipáticas (54), que 
contienen frecuentemente cargas positivas y negativas, y que son constituyentes 
esenciales de las membranas formando parte de la bicapa lipídica de las células 
(43, 54). 
 
 
 
 
 
                                       
Figura 6. Molécula de Fosfolípido 
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Figura 7. Estructuras moleculares de algunos fosfolípidos. a) Ácido fosfatídico, b) 
Fosfatidiletanolamina, c) Fosfatidilcolina, d) Fosfatidilserina, e) Fosfatidilinositol y f) 
Esfingomielina (55). 
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Las principales funciones biológicas que desempeñan los PLs en el organismo 
están relacionadas con su papel estructural de membrana y su papel de 
señalización celular. Por otro lado, se ha descrito que forman parte de la secreción 
biliar, desempeñando un importante papel en la formación de micelas mixtas y 
estructuras micelares, necesarias para transportar los productos lipídicos 
liberados de la hidrólisis intestinal a los enterocitos. Se ha visto que también 
actúan como surfactante pulmonar y en la activación de enzimas (56).  
Por otro lado, las principales funciones bioactivas descritas para los PLs 
están relacionadas con su papel frente a la hipercolesterolemia, ateroesclerosis, 
CDV, inflamación e inmunidad, desórdenes del hígado, desarrollo neurológico y 
otras enfermedades crónicas (57).  
 
1.1.3. Lípidos como vehículos de compuestos bioactivos  
 
Es importante señalar que algunas de las bioactividades anteriormente 
mencionadas no siempre se aprovechan eficientemente, debido a determinadas 
limitaciones que presentan algunos lípidos bioactivos. Por un lado, su carácter 
hidrofóbico dificulta su inclusión en determinadas matrices alimentarias cuando se 
trata de enriquecer o adicionar estos lípidos con el fin de ofrecer alimentos ricos 
en los mismos que permitan aprovechar sus propiedades bioactivas. Como 
ejemplo, esta problemática existió inicialmente cuando se comenzaron a plantear 
productos enriquecidos en PS como forma de producción de alimentos funcionales 
con actividad hipocolesterolémica (58).  
Por otro lado, otros lípidos bioactivos han mostrado el problema de 
vehiculización por el sistema circulatorio hasta llegar al punto de acción, lo que 
puede llevar a una perdida de funcionalidad del lípido bioactivo, al no llegar a 
alcanzarse concentraciones bioactivas en el torrente sanguíneo para ejercer su 
función (59). El ácido butírico, mencionado anteriormente por su gran interés 
bioactivo, sería un ejemplo de FA con esta problemática, habiéndose mostrado que 
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tiene un tiempo de vida media en plasma muy limitado, no llegándose a alcanzar 
un efecto bioactivo significativo en los tejidos diana (60). 
Estas limitaciones han llevado al planteamiento en los últimos años del 
desarrollo de sistemas de vehiculización, tanto físicos como químicos, para la 
introducción eficiente de lípidos bioactivos en determinadas matrices alimentarias 
y para la vehiculización de determinados lípidos bioactivos a traves de la sangre, 
permitiéndoles alcanzar concentraciones bioactivas para poder actuar sobre su 
diana de acción. Las formas de vehiculización físicas se podrían definir como 
aquellas que transportaran el lípido bioactivo mediante la formación de 
emulsiones lipídicas, micronización, nanopartículas o dispersiones sólidas, que 
vehiculizarán al lípido bioactivo de interés a través de estas disposiciones físicas. 
Las formas de vehiculización químicas, por otro lado, serían aquellas que 
transportaran el lípido bioactivo formando parte de su estructura química, es 
decir, mediante la inclusión del lípido bioactivo en la propia molécula a través de 
reacciones químicas o enzimáticas (7, 59).   
En este sentido, en la bibliografía se encuentran descritos diversos vehículos 
lipídicos de determinados lípidos de interés, tanto en formas de vehiculización 
físicas como químicas. En este apartado del capítulo se van a mencionar algunos 
ejemplos de trabajos de la bibliografía de vehículos lipídicos sintetizados química o 
enzimáticamente, dado que es la forma de vehiculización que resulta más 
relevante teniendo en cuenta la temática de la presente Tesis.  
Como ejemplo de vehículos de ácido butírico, Clarke et al (61) esterificaron 
una molécula de glicerol con tres ácidos butíricos (tributirina) que permitiese 
alcanzar concentraciones bioactivas de este FA. En cuanto a la problemática de PS, 
se plantearon como vehículos lipídicos la producción de ésteres de PS, como el 
descrito por Demonty et al (62), dónde se describe la obtención de un PS 
esterificado con FA de aceite de pescado, combinándose así además en la misma 
molécula los efectos beneficiosos de los PS y de los PUFAs del aceite de pescado.  
También se pueden encontrar ejemplos de vehículos de lípidos bioactivos en 
forma de PL, como el descrito por Miyamoto et al (63), cuyos autores han 
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desarrollado un éster de fosfato con vitamina E, con el cual se pretendió mejorar la 
actividad antioxidante de esta vitamina gracias a la forma de vehiculización.  
En este sentido, el grupo de investigación de Ingredientes Alimentarios 
Funcionales de la Universidad Autónoma de Madrid (IAF-UAM) lleva varios años 
trabajando en el desarrollo y producción de vehículos de lípidos bioactivos, así 
como distintas modificaciones químicas y/o enzimáticas de estos que permitan 
aprovechar más eficientemente la bioactividad de los mismos.  
Uno de los vehículos lipídicos producidos ha sido un alquilglicerol 
diesterificado con dos ácidos butíricos (D-SCAKG) (64). Este vehículo lipídico 
podría presentar dos posibles características de interés, por un lado sería un 
potencial vehículo del ácido butírico, y por otro lado, aportaría a la molécula la 
propia bioactividad de los alquilgliceroles comentada con anterioridad.  
Por otro lado, el grupo IAF-UAM llevó a cabo el desarrollo y producción de un 
PS esterificado con CLA (PS-CLA) (65). En el mismo sentido que el producto D-
SCAKG, este vehículo lipídico por un lado sería una manera efectiva de vehiculizar 
el ácido graso bioactivo CLA y, por otro lado, podría presentar las propiedades 
hipocolesterolémicas descritas para los PS (65). 
Además del interés de formas lipídicas como vehículos de otros lípidos 
bioactivos, resulta relevante señalar que los lípidos pueden utilizarse igualmente 
como vehículos de otros compuestos bioactivos, no necesariamente lipídicos. Sería 
el caso de la vehiculización mediante lípidos de distintas estructuras bioactivas 
que presentan las mismas problemáticas anteriormente descritas (limitada 
bioaccesibilidad, vida media en plasma reducida, modificación de su bioactividad 
durante el proceso digestivo o dificultad de inclusión en matrices alimentarias), las 
cuales limitan el aprovechamiento efectivo de su bioactividad. Sería el caso de 
muchos compuestos fenólicos o diversas formas de vitaminas.  
Como ejemplo de un TG esterificado con vitaminas se describe el trabajo de 
Naalsund et al (66), cuyos autores esterificaron ácido carotenoico, FA con selenio 
(Selena) y vitamina E a una molécula de glicerol, dando lugar a lo que 
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denominaron “glicérido tri-antioxidante”. Otro trabajo en el cual se describe un 
vehículo lipídico de un compuesto bioactivo es el llevado a cabo por Reddy et al 
(67), donde se ha sintetizado un TG con 2 ácidos ferúlicos en las posiciones sn-1 y 
sn-3. Se han descrito trabajos en los que se han esterificado PS con vitaminas, como 
es el ejemplo del trabajo de Kutney et al (68), dónde se describe la obtención de un 
PS esterificado con ácido ascórbico (vitamina C), que permitirá el transporte de la 
vitamina C evitando su degradación. Un ejemplo de vehículo lipídico en el cual se 
utilizan los alquilgliceroles como vehículo de compuestos fenólicos es el trabajo de 
Madrona et al (69), cuyos autores sintetizaron un alquilglicerol esterificado con 
hidroxitirosol (HT). El HT es un compuesto fenólico de especial interés en los 
últimos años debido a que ha demostrado tener cierta actividad antioxidante tanto 
biológica como tecnológica, junto a otras bioactividades, relacionada con efectos 
antiaterogénicos, anti-inflamatorios, antimicrobianos, antitumorales, efectos de 
regulación del envejecimiento y efectos frente a la agregación plaquetaria (70, 71).  
En este sentido, otro de los productos desarrollado por el grupo de 
investigación IAF-UAM pertenece al grupo de los PLs y se trata de una molécula de 
fosfatidilcolina que lleva esterificada una molécula de HT en la cabeza polar (72, 
73). Este nuevo vehículo lipídico, denominado fosfatidilhidroxitirosol (PHT), 
presentaría características de especial interés en relación, por un lado, al 
transporte del HT, y por otro lado, aportando a la molécula las características 
bioactivas de los PLs, descritas con anterioridad. 
 
1.2. DIGESTIÓN Y ABSORCIÓN DE LÍPIDOS 
1.2.1. ASPECTOS GENERALES 
Es importante señalar que cuando se desarrollan nuevos lípidos bioactivos 
y/o vehículos lipídicos como los comentados en el apartado anterior, como parte 
de la evaluación de su potencial bioactivo o funcional, es necesario conocer, entre 
otros aspectos, su comportamiento durante el proceso de digestión; saber si serán 
reconocidos por las enzimas digestivas, si sus productos de hidrólisis serán 
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absorbibles, o si estos productos liberados serán capaces de llevar a cabo la 
función bioactiva por la cual han sido diseñados. Conocer estos aspectos tras una 
administración oral de estos compuestos resulta fundamental como paso previo a 
la indagación de su bioactividad más allá del tracto gastrointestinal. En definitiva, 
resulta fundamental establecer cuál será la bioaccesibilidad, definiciéndose esta 
como la fracción del compuesto ingerido que estaría disponible para ser absorbido 
(74), para lo cual, en el caso particular de los lípidos, es necesario que se den, tanto 
fenómenos de hidrólisis a nivel gastrointestinal, como de dispersión de estos 
productos de hidrólisis en formas físicas concretas en el medio acuoso, tal y como 
se detallará a continuación (figura 8).  
En los seres vivos, la hidrólisis de los lípidos comienza en el estómago 
mediante la acción de la lipasa gástrica, enzima lipolítica  secretada por las células 
principales de la mucosa gástrica (75-78), dónde se ha observado que se pueden 
Figura 8. Esquema general del proceso de digestión y absorción de lípidos (79) 
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alcanzar niveles de hidrólisis entorno al 10-30 % de los componentes lipídicos.  
A este mismo nivel, las fuerzas de cizallamiento producidas por las 
contracciones de los músculos del estómago y por el vaciado gástrico del mismo, 
junto a la ionización parcial de los FFA, ayudarán a la formación de una emulsión 
con los diferentes productos que se han ido liberando de la hidrólisis gástrica, 
principalmente TG sin digerir, con pequeñas proporciones de DG, MG y FA 
liberados de la acción de la lipasa gástrica (Figura 9) (80). 
 
 
 
 
Esta emulsión pasará al duodeno, lo que estimula la secreción biliar 
producida por el hígado y que es secretada a través del conducto biliar. Dicha 
secreción biliar estará compuesta fundamentalmente por SB, PL y Cho. A su vez se 
estimula la secreción del jugo pancreático al lumen de la primera fracción del 
intestino delgado. Esta secreción contiene todas las diferentes enzimas digestivas, 
incluidas las lipolíticas, como son las enzimas lipasa pancreática, fosfolípasa o 
esterol esterasa (80). Gracias a la acción de estas enzimas, a  nivel intestinal es 
Lípidos de la dieta 
 
Lipasa gástrica 
Acción de la lipasa en la interfase 
de las gotas de lípidos 
Formación emulsión 
Movimientos 
peristálticos 
del estómago 
Figura 9. Esquema de la digestión de lípidos a nivel gástrico (81) 
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dónde tiene lugar la mayor parte de la hidrólisis de los componentes lipídicos, 
alcanzándose porcentajes de hidrólisis entre el 50-90% dependiendo de la 
naturaleza del compuesto lipídico.   
La secreción de compuestos con propiedades emulsionantes como las SB y 
PL, alterará drásticamente la emulsión lipídica inicial que se había formado, 
llevando a la formación de una compleja estructura coloidal, la cual quedará 
formada por una mezcla de micelas en forma de disco y vesículas líquidas 
cristalinas y unilamelares (78, 79). En la interfase de estas formas dispersas de 
lípidos será dónde lleven a cabo su acción las diversas enzimas lipolíticas que 
participan en la digestión de los compuestos lipídicos, liberando así los productos 
correspondientes de hidrólisis. 
 
1.2.2. HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DURANTE LA DIGESTIÓN 
1.2.2.1. Digestión de acilgliceroles 
 
La hidrólisis de los acilgliceroles depende principalmente de la acción de la 
lipasa pancreática, la cual es una enzima sn-1,3 específica. Esta enzima actúa en la 
interfase formada entre el medio acuoso y los lípidos dispersos en el mismo, 
hidrolizando los TG en las posiciones sn-1 y sn-3, y liberando en primer lugar FFA y 
1,2-DG. El 1,2-DG será igualmente reconocido por la lipasa pancreática, siendo 
hidrolizado a FFA y 2-MG, siendo estos por tanto los productos finales y 
mayoritarios de la digestión de los TG (figura 10) (78, 82). Adicionalmente, el ácido 
graso esterificado del 2-MG puede sufrir un proceso parcial de acilmigración hacia 
la posición sn-1 del glicerol, dando lugar a la aparición de cierto nivel de 1-MG, el 
cuál puede ser hidrolizado por la lipasa pancreática, liberando FFA y glicerol (76, 
83). 
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En el caso de la hidrólisis de glicéridos parciales como DG o MG, esta es muy 
similar a la de los TG. Los DG, tanto las formas 1,2-DG como 1,3-DG, serán 
reconocidos por la lipasa pancreática e hidrolizados a  2-MG y FFA, o a 1-MG y FFA, 
respectivamente. Parte de los MG liberados serán absorbidos por los enterocitos 
(fundamentalmente 2-MG), mientras que otra parte pueden continuar 
hidrolizándose a FFA y glicerol (fundamentalmente 1-MG) (78, 82). Igualmente en 
el caso de los glicéridos parciales puede tener lugar cierto grado de acilmigración 
de los FA de la posición sn-2 a sn-1(3).   
1.2.2.2. Digestión de ésteres de esterol 
 
La hidrólisis de los ésteres de esterol es catalizada por la enzima colesterol 
esterasa, una enzima secretada junto a la lipasa pancreática en la secreción del 
Lipasa Pancreática 
Figura 10. Reacción de hidrólisis de los TG por la lipasa pancreática durante la digestión intestinal 
Triglicérido 
Monoglicérido 
Ácido graso libre 
Ácido graso libre 
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jugo pancreático. La colesterol esterasa hidroliza el enlace éster entre los esteroles 
y el FA esterificado, liberando como productos finales de la reacción FFA y esterol 
libre (figura 11) (84).  Es importante señalar que el proceso de digestión sucede así 
tanto para los ésteres de colesterol como para los ésteres de PS. Además, se ha 
descrito en la bibliografía que la colesterol esterasa no sólo hidroliza los ésteres de 
esterol, sino que es capaz de reconocer e hidrolizar otros componentes lipídicos, 
como los glicéridos (84). 
Esta enzima, a diferencia de la lipasa pancreática, necesita la presencia de las 
SB para llevar a cabo la reacción de hidrólisis de los sustratos. Esto es debido a que 
la presencia de las SB en el lumen intestinal mantiene bloqueada la acción de 
esterificación que también posee la enzima colesterol esterasa, favoreciendo la 
reacción de hidrólisis de los ésteres de esterol, y además, protegiendo a la enzima 
de la digestión proteolítica que sucede a nivel del intestino delgado (85).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Colesterol Esterasa 
Cho libre FFA 
Figura 11. Reacción de hidrólisis de ester de colesterol por la enzima colesterol esterasa durante la 
digestión intestinal 
Éster de Cho 
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1.2.2.3. Digestión de fosfolípidos 
 
La hidrólisis de los PLs es llevada a cabo por un grupo de enzimas 
denominadas fosfolipasas. Las fosfolipasas son liberadas junto a todas las enzimas 
mencionadas en los apartados anteriores, a través del jugo pancreático al lumen 
intestinal. En concreto, en el jugo pancreático se libera fundamentalmente 
fosfolipasa A2 (PLA2), la enzima encargada de llevar a cabo la digestión de los PLs, 
catalizando la reacción de hidrólisis del ácido graso esterificado en la posición sn-2, 
y liberando FFA y lisofosfolípidos (liso-PL) (figura 12) (86). 
La PLA2 se encuentra en el jugo pancreático en forma de zimógeno o 
proenzima, es decir, como un percusor enzimático inactivo. Para activar esta 
enzima es necesaria la tripsina, una enzima proteolítica que hidroliza un enlace 
peptídico de la proenzima PLA2 para poder activarla. Además, es necesaria la 
presencia del ión calcio como co-factor, debido a que es capaz de polarizar el 
oxígeno del carbonilo sn-2 para activar la enzima. Finalmente, la eficiencia en la 
actividad de la PLA2 depende de la relación PL/SB en las micelas que se formen, 
siendo la enzima más efectiva con concentraciones de PL superiores con respecto a 
las de SB (87). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PLA2 
Fosfolípido 
Lisofosfolípido 
Ácido graso libre 
Figura 12. Reacción de hidrólisis de los PL por la enzima PLA2 durante la digestión intestinal 
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1.2.3. ABSORCIÓN DE LOS PRODUCTOS DE DIGESTIÓN 
 
Después de la hidrólisis enzimática de las distintas formas lipídicas, los 
productos liberados se van dispersando en el medio acuoso gracias a su inclusión 
en nuevas micelas, micelas mixtas y vesículas formadas con las SB y los PLs (88, 
89) (figura 13).  
 
 
 
Figura 13. Esquema general de la digestión lipídica intestinal (89) 
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 Debido al carácter hidrofóbico de los lípidos, es fundamental que se formen 
estas distintas formas de dispersión para que se produzca una correcta 
distribución de los productos lipídicos en el medio acuoso intestinal y facilitar así 
su acceso a las células del epitelio intestinal, donde tendra lugar la absorción de los 
productos liberados durante la hidrólisis (89).  
No obstante, no todos los productos liberados durante la hidrólisis de los 
lípidos necesitan incluirse dentro de estas estructuras micelares para poder ser 
transportados por el medio acuoso y llegar a las células epiteliales del intestino. Un 
ejemplo de ello son los SCFAs, los cuales no necesitan ser incluídos en las micelas, 
sino que se encuentran de forma libre en el medio (figura 14) (90).  
 
 
 
 
SCFA 
Figura 14. Esquema general de lo absorción de los productos de la hidrólisis a nivel intestinal (90) 
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1.3. MODELOS DE DIGESTIÓN IN VITRO 
Como ya se mencionó anteriormente, uno de los aspectos importantes a 
conocer cuando se quiere evaluar un potencial lípido bioactivo es saber cómo será 
su digestión. La mejor manera de llevar a cabo esta evaluación sería a través de 
estudios de digestión in vivo, mediante la ingesta directa del compuesto de interés, 
bien utilizando modelos animales in vivo, o bien mediante estudios de intervención 
en humanos, que darían lugar a resultados fisiológicos y reales. Sin embargo, los 
estudios de digestión in vivo tienen algunas limitaciones que hacen difícil su uso en 
determinados estudios, como son su elevado coste, la gran variabilidad de 
resultados que pueden proporcionar, la necesidad de utilizar una elevada cantidad 
de tiempo para llevarlos a cabo y el factor ético que los envuelve. Todas estas 
limitaciones han provocado  que se busquen y desarrollen  nuevas alternativas de 
trabajo, con las cuáles poder conocer de un modo más rápido y sencillo los 
aspectos relacionados con el proceso de digestión de determinados productos de 
interés. Esta situación ha llevado en los últimos años al desarrollo de modelos de 
simulación del proceso de digestión en condiciones in vitro, los cuales permiten 
llevar a cabo una evaluación preliminar de cómo será el comportamiento digestivo 
de determinados compuestos bioactivos de interés, como pueden ser nuevos 
compuestos lipídicos (91). 
Los modelos de digestión in vitro tratan de simular las condiciones 
fisiológicas que tienen lugar en el tracto gastrointestinal durante el proceso de 
digestión, con la intención de reproducir de una manera lo más parecida a la 
realidad el proceso de digestión, y así poder evaluar el potencial grado de 
hidrólisis y la potencial bioaccesibilidad (91). 
Sin embargo, es importante señalar que en lo que respecta a los modelos de 
digestión in vitro, no existe un protocolo estandarizado, sino que existe una amplia 
variabilidad de modelos descritos en la bibliografía, donde las condiciones 
utilizadas del proceso son muy variables, tal y como se detallará más adelante  (92, 
93).  Esta discrepancia en las condiciones aplicadas en los modelos de digestión 
afecta igualmente a los modelos que se han podido encontrar descritos en la 
bibliografía para los casos particulares en los que se simula la digestión de formas 
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lipídicas. Además, en el caso concreto de los lípidos, la mayoría de los modelos in 
vitro descritos en la bibliografía, han sido aplicados para la molécula lipídica más 
habitual, los TG, no habiéndose descrito, o siendo muy escasos, los modelos de 
digestión in vitro específicos de otras moléculas lipídicas, como los STs y los PLs 
(93).  
1.3.1. TIPOS DE MODELOS DE DIGESTIÓN IN VITRO 
 
Los modelos de digestión in vitro se pueden clasificar de varias maneras, 
atendiendo a diferentes criterios (90, 91). 
 Según la capacidad de simulación de fenómenos físicos. Esta clasificación 
atiende únicamente a si los modelos reproducen o no los fenómenos físicos 
que tienen lugar durante la digestión, tales como el peristaltismo, los 
cambios de viscosidad, la reducción del tamaño de partícula o la difusión de 
los nutrientes.  
 Modelos estáticos. Son aquellos modelos que no reproducen los 
fenómenos físicos. Estos modelos de digestión in vitro son los más 
habituales que se pueden encontrar, tanto en la simulación de la 
digestión de lípidos (94, 95), como de gran diversidad de 
compuestos de interés en general, con fines muy diferentes. 
 Modelos dinámicos. Son aquellos modelos que sí tratan de 
reproducir parte de los fenómenos físicos que suceden durante la 
digestión fisiológica. Estos sistemas utilizan herramientas y equipos 
más complejos para llevar a cabo la simulación de fenómenos como 
la absorción de los productos a medida que se liberan, o un 
peristaltismo más real. Sin embargo, dado que las tecnologías 
utilizadas son más costosas, su uso está menos extendido. En la 
bibliografía se han descrito algunos ejemplos de digestión de 
lípidos con modelos dinámicos (96, 97). 
 Según el tipo de transformación del compuesto. Esta clasificación se centra 
en el tipo de reacción que tiene lugar en la simulación in vitro, la cual 
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vendrá determinada por el tramo del tracto digestivo en el cual tiene lugar 
la digestión 
 Modelos hidrolíticos. Son modelos basados en las reacciones 
enzimáticas de hidrólisis, dentro de los cuales se encuentran los 
modelos de digestión oral, los modelos de digestión gástrica y los 
modelos de digestión intestinal. Se tratan de los modelos más 
habituales en la simulación de la digestión de lípidos en general, 
destacando especialmente los modelos de digestión intestinal que 
simulan los tramos del intestino delgado (97, 98). 
 Modelos fermentativos. Son modelos basados en la simulación de 
reacciones de fermentación por la flora bacteriana colónica, de ahí 
que se denominen también modelos colónicos. Teniendo en cuenta 
esta funcionalidad, no es habitual encontrar en la bibliografía 
modelos digestivos de este tipo para lípidos en general.  
 Según las etapas de simulación. Esta clasificación se basa en el número de 
etapas de digestión que tratan de simular. 
 Mono-compartimentales. Son modelos que sólo llevan a cabo la 
simulación de una de las etapas del proceso de digestión (oral, 
gástrica, intestinal o colónica), con lo cual se realiza en un sólo 
compartimento. La mayoría de los modelos de digestión in vitro de 
lípidos son mono-compartimentales (99). 
 Poli-compartimentales. Son modelos donde se utilizan varios 
compartimentos en los que se simulará en cada uno de ellos las 
distintas etapas del proceso de digestión (100). 
Tal y como se ha ido mencionando, en la bibliografía se han descrito modelos 
de digestión de compuestos lipídicos de los diferentes tipos de modelos 
mencionados con anterioridad. Sin embargo, los modelos de digestión intestinal in 
vitro que se pueden encontrar más habitualmente en la bibliografía para lípidos en 
general son modelos de tipo hidrolíticos, estáticos, y mono-compartimentales, que 
se centran en simular la digestión del lípido de estudio concretamente en el tramo 
del tracto digestivo donde tiene lugar su hidrólisis y absorción mayoritaria, es 
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decir, en el caso de los lípidos habitualmente se simulan las condiciones de 
digestión de los primeros tramos del intestino delgado.  
1.3.2. PARÁMETROS DE LOS MODELOS DE DIGESTIÓN IN VITRO 
 
Para desarrollar un modelo de digestión in vitro es necesario tener en cuenta 
una serie de parámetros, que van a jugar un papel fundamental en la obtención de 
un modelo que proporcione resultados similares a una situación fisiológica en 
condiciones in vivo. Por este motivo, en el desarrollo de un modelo de digestión in 
vitro se hace necesario tener información acerca de cómo es la digestión in vivo de 
los compuestos de estudio, para asegurar que los resultados in vitro coinciden con 
lo que se ha estudiado a nivel fisiológico. Estos parámetros, en función del tramo 
digestivo que se pretenda simular en el modelo in vitro y de la matriz lipídica que 
se quiera estudiar, se modificarán de diferente manera. A continuación, se 
enumeran los principales parámetros a considerar en la simulación de un proceso 
de digestión intestinal in vitro para el caso particular de compuestos lipídicos. 
 
Relación enzima/sustrato.  
Se trata de uno de los parámetros fundamentales en los modelos de digestión 
hidrolíticos. Esta relación deberá ser lo más parecida a lo que se haya visto en 
estudios previos in vivo, tratando de guardar un valor lo más fisiológico posible, y 
que garantice a  su vez resultados de hidrólisis comparables a una situación real 
(77). Es de especial interés tener en cuenta que en muchos estudios in vivo se han 
indicado proporciones de enzima/sustrato muy variables a nivel fisiológico 
durante el proceso de digestión, tanto de enzima, como de sustrato, como de 
ambos, lo que podría dificultar la elección de la cantidad de enzima necesaria para 
simular una digestión fisiológica (77). Como ejemplo, los distintos niveles de 
enzima y sustrato que se han descrito en la bibliografía se ilustran más adelante en 
la tabla 1.  
En cuanto al sustrato lipídico, resulta relevante tener en cuenta la cantidad 
de lípido que se va a digerir con el modelo, tratando siempre de simular cantidades 
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que fueran extrapolables a las cantidades habituales de consumo del mismo, para 
conseguir un resultado representativo de lo que sucedería a nivel de ingesta real.   
 
Relación PL/SB.  
Como se señaló anteriormente en el apartado 1.2.4 en relación a la absorción 
de los lípidos después de su hidrólisis, la relación PL/SB muestra una gran 
relevancia en el nivel de hidrólisis del sustrato de estudio (100), debido a la 
importancia en la formación de estructuras micelares con una interfase idónea 
para que actúe la enzima encargada de llevar a cabo la hidrólisis del sustrato de 
estudio (101). Por tanto, es necesario tener en cuenta este parámetro a la hora de 
tratar de simular una formación de las micelas fisiológica, pues se ha observado en 
diversos estudios que una relación inapropiada de ambos compuestos puede dar 
lugar a la inhibición de la enzima encargada de llevar a cabo la reacción hidrolítica 
(101, 102). Los distintos niveles que se han descrito en la bibliografía de SB y PL se 
ilustran más adelante en la tabla1. 
 
Tiempo de digestión.  
Vendrá determinado por el tramo del tracto gastrointestinal que se pretenda 
simular. Lo que principalmente se encuentra en la bibliografía en relación al 
tiempo de digestión es 5-60 segundos la digestión oral, de 30 min-4 horas la 
digestión gástrica, de 1-2 horas la digestión intestinal y de 12-24 horas la digestión 
colónica (101). Por tanto, es necesario mantener en la digestión in vitro el tiempo 
requerido para alcanzar valores de hidrólisis comparables con los observados in 
vivo. Para cada compuesto de estudio se prestará mayor atención a un tramo 
concreto u a otro, destacando que en el caso de los lípidos, su digestión tiene lugar 
principalmente en los primeros tramos del intestino delgado (103).  
 
pH del medio de digestión.  
Se trata de un parámetro muy variable según el tramo del tracto 
gastrointestinal que se pretenda estudiar. El pH varía a lo largo de todo el tracto 
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digestivo en un rango de valores muy diferentes, dónde se destaca un pH de 5 a 7 
en la digestión oral, un pH ácido de 1 a 3 en la digestión gástrica, un pH de 6 a 7,5 
en la digestión intestinal y un pH de 5 a 7 en la digestión colónica (104). El valor de 
pH para cada uno de los tramos de la digestión es de especial importancia, ya que 
en función del pH del medio de digestión las enzimas llevarán o no a cabo su 
función hidrolítica. Además, es interesante intentar mantener el pH estable dentro 
de los rangos comentados con anterioridad durante la digestión in vitro, para 
asegurar que la enzima se encuentra en condiciones óptimas de acción, y simular 
así igualmente la estabilidad del pH que se da en el medio intestinal, gracias al 
efecto tamponante que tienen distintas sales que son secretadas a la luz intestinal. 
En el caso concreto de la digestión in vitro de los componentes lipídicos, los 
modelos de digestión tratan de mantener el pH en valores entre 6 y 7,5 (tabla 1); 
que como se acaba de comentar, serían los valores de pH del intestino delgado, 
tramo dónde tiene lugar principalmente la digestión de los lípidos.  
 
Composición mineral de los fluidos digestivos.  
Dentro de la composición en minerales de los fluidos digestivos es 
importante resaltar el papel del calcio en el grado y velocidad de hidrólisis de la 
digestión (105). Existen estudios en los que se ha descrito el efecto del calcio como 
co-factor  sobre la actividad de la lipasa pancreática o la PLA2, así como su efecto 
en la eliminación de los FFA que se acumulan en la interfase de las gotas lipídicas, 
los cuales impedirían la acción de la lipasa pancreática sobre las gotas lipídicas 
(105). Por otro lado, un exceso de cantidad de ión calcio en el medio de digestión 
podría llevar a una disminución de la digestibilidad de los lípidos, debido a que 
favorece la floculación de las gotas lipídicas. También se ha descrito en la 
bibliografía como un efecto fisiológico el hecho de que reduzca la biodisponibilidad 
de determinados FFA, debido a la formación de jabones insolubles entre el calcio y 
FFA como son especialmente los LCSFA (105). Por todos estos motivos es de 
especial interés mantener los niveles de calcio en los modelos de digestión in vitro 
en un rango fisiológico. En la tabla 1 se muestran los distintos niveles que se 
utilizan de Ca en modelos de digestión in vitro.  
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Simulación de los movimientos peristálticos.  
La importancia de este parámetro radica en la ruptura que provoca de las 
estructuras iniciales de los alimentos para facilitar la posibilidad de acción de las 
enzimas digestivas, así como en el mezclado de los alimentos ingeridos con los 
fluidos digestivos, lo que facilitara el contacto entre los sustratos que se pretenden 
digerir y las enzimas responsables de esta hidrólisis. Por tanto, la simulación de los 
movimientos mecánicos del tracto gastrointestinal favorece que se produzcan las 
reacciones de hidrólisis (106). 
Aún teniendo en cuenta todos estos parámetros que se han de considerar en 
un modelo de digestión in vitro, los ejemplos de la tabla 1 ilustran la diversidad tan 
elevada que existe de diferentes condiciones de digestión in vitro que se han 
aplicado para el estudio de formas lipídicas en la bibliografía. Esta falta de 
uniformidad en las condiciones supone una dificultad a la hora de poder aplicar los 
modelos a otros compuestos lipídicos diferentes, así como a la hora de poder 
comparar resultados entre estudios, dado que la propia metodología conduciría a 
resultados diferentes. A su vez, algunas de estas condiciones in vitro mostradas, 
incluso se llegan a alejar de condiciones in vivo, no siendo por tanto 
representativas de un situación real. 
Por otro lado, es habitual que en muchos modelos in vitro descritos en la 
bibliografía no se realice una evaluación o comprobación previa del modelo en 
cuanto que sea capaz de reproducir un resultado fisiológico. Aún alegando que se 
utilicen condiciones y parámetros similares a los fisiológicos, la comprobación de 
que efectivamente dichas condiciones llevan a un resultado fisiológico debería ser 
imprescindible, especialmente cuando se trata de aplicar a nuevas moléculas 
desconocidas, como podrían ser lípidos bioactivos de interés. 
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Muestra Enzima Lecitina/SB Tampón Ref 
50–250 mg 
TG 
1000 TBU/ml  
Fuente: pancreatina 
(83USP, specifications, 
Sigma) 
5–20 mM NaTDC: 
1.25–5 mM 
lecitina 
50 mM Tris–maleato, 
150 mM NaCl, 5 mM 
CaCl2 
(107) 
450 µl TG 
emulsionado 
con goma 
arábiga 
24 TBU/ml  
Fuente: pancreatina 
(42,500 FIP U/ g 
Biochemie) 
8 mM NaTDC 2 mM Tris–maleate, 
150 mM NaCl, 10 mM 
CaCl2 
(10) 
7.5 mM 
Triolean 
emulsionado 
con lecitina 
20 mg Lipasa 
Pancreática, 20 mg co- 
lipasa /15 ml  
Fuente: purificada de 
glándulas de páncreas 
humanas 
10 mM 
NaTDC:NaTC (1:1) 
1 mM Tris–maleate 150 
mM NaCl, 1 mM CaCl2 
(107) 
5 ml TG 
emulsionado 
con lecitina 
30% 
10 µb mg Lipasa 
Pancreática, 10 mg pro-
colipasa /15 ml  
Fuente: purificado de 
jugo pancreático 
humano 
8 mM (29.8% GC, 
24.5% GCDC, 
11.9% GDC, 12.6% 
TC, 13.6% TCDC, 
7.6% TDC) 
30 mM serum bovino 
albumina que contiene 
150 mM NaCl, 6 mM 
CaCl2 
(108) 
500 ml Aceite 
de Oliva 
emulsionado 
con goma 
arábiga 
1–8 TBU/ml  
Fuente: purificado de 
jugo pancreático 
humano 
6 mM NaTDC, 
NaTC or NaCDC 
2 mM Tris–maleate, 
150 mM NaCl, 10 mM 
CaCl2 
(109) 
0–5% (w/v) 
emulsionado 
con un 10% 
de lecitina 
840–1400 TBU/5 ml 
Fuente: preparado de 
lipase pancreatica tipo 
II de pancreas de 
cerdo(Sigma) 
0–30 mM NaTDC 0–30 mM CaCl , 0.2 M 
NaCl 
(110) 
2.4 g TG 20–1000 TBU/ml 
Source: pancreatina 
8 mM NaTC:1.5 
mM lecitina 
50 mM Tris–maleato, 5 
mM CaCl2 , 150 mM 
NaCl 
(111) 
500 ml de TG 
emulsionado 
con lecitina 
231028 M Lipasa and 
131027M colipasa /10 
ml  
Source: purificado de 
pancreas de cerdo 
4 mM NaTDC 1 mM Tris–maleato, 
150 mM NaCl, 1 mM 
CaCl2 
(112) 
1–2 ml de TG 
emulsionado 
con lecitina 
20% 
1028–1027 M Lipasa 
and colipasa /10 ml 
Fuente: purificado de 
pancreas de cerdo 
0–12 mM NaTDC 2 ml Tris–HCl, 150 mM 
NaCl, 0–20 mM Ca+2 
(113) 
 
 
 Tabla 1. Ejemplos de modelos de digestión in vitro de lípidos.  
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CAPÍTULO II: “OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO” 
2.1. OBJETIVOS 
 
El trabajo de la presente Tesis ha sido desarrollado dentro del marco de 
varios proyectos de investigación del grupo IAF-UAM, todos ellos relacionados con 
el desarrollo y producción de diferentes compuestos lipídicos de síntesis con 
interés bioactivo. En concreto, entre los compuestos sintetizados por el grupo IAF-
UAM, y que ya han sido mencionados anteriormente, se consideran de gran interés 
tres de ellos, por basarse en tres tipos de estructuras lipídicas distintas 
(alquilgliceroles, PS y PL), y que han sido planteados con distintas funcionalidades 
bioactivas. Se trata de alquilgliceroles esterificados con ácido butírico (D-SCAKG) 
(1), fitosteroles esterificados con CLA (PS-CLA) (2), o fosfolípidos esterificados con 
hidroxitirosol en su cabeza polar (PHT) (3). Para todos ellos, con el fin de indagar 
en su potencial, se consideró relevante plantear la evaluación de su proceso de 
digestión intestinal mediante la aplicación de modelos de digestión in vitro, así 
como indagar a través de los estudios de digestión, en otros aspectos adicionales 
más relacionados con su bioactividad. 
Por tanto, en base a este planteamiento, el objetivo principal de la presente 
Tesis fue: 
 El desarrollo y aplicación de modelos de digestión intestinal in vitro en la 
evaluación del proceso de digestión y el estudio de la potencial 
bioaccesibilidad de diferentes compuestos lípidicos con un potencial 
carácter bioactivo.  
Adicionalmente, en base al objetivo principal, se establecieron una serie de 
objetivos específicos para cada uno de los productos lipídicos de estudio: 
 Acilgliceroles y alquilgliceroles 
- Desarrollo de un modelo de digestión intestinal in vitro de triglicéridos y 
su aplicación en la digestión del producto experimental D-SCAKG  
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- Aplicación del modelo en el estudio del efecto de la digestión sobre la 
bioactividad del D-SCAKG en modelos celulares de cáncer de colon 
 Glicéridos parciales 
- Aplicación del modelo de digestión intestinal in vitro de triglicéridos en la 
digestión de glicéridos parciales para la selección de formas glicéridas o 
sus mezclas con diferentes fines 
 Esteres de esterol 
- Desarrollo de un modelo de digestión intestinal in vitro de ésteres de 
esterol  y su aplicación en la digestión del producto experimental PS-CLA 
-Aplicación del modelo de digestión en el estudio del efecto 
hipocolesterolémico del PS-CLA 
 Fosfolípidos 
- Desarrollo de un modelo de digestión intestinal in vitro de fosfolípidos y 
su aplicación en la digestión del producto experimental PHT 
- Aplicación del modelo de digestión en la evaluación del efecto de la 
digestión sobre la actividad antioxidante de PHT 
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Los objetivos específicos planteados anteriormente se han estructurado en 
distintos capítulos a lo largo de la presente Tesis, siguiendo el plan de trabajo 
esquematizado  que se muestra a continuación. Se detalla de manera esquemática 
los pasos seguidos para cada uno de los sustratos lipídicos de estudio, que 
posteriormente serán descritos en cada capítulo correspondiente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Desarrollo 
modelo de 
digestión in 
vitro 
Acilgliceroles Esteroles Fosfolípidos 
Aplicación del modelo de digestión in vitro al producto lipídico experimental 
D-SCAKG Glicéridos parciales PS-CLA PHT 
Capítulo III Capítulo IV Capítulo V Capítulo VI 
1. Digestión y 
bioaccesibilidad 
2. Aplicación del 
modelo en el 
estudio de la 
bioactividad del 
DSCAKG 
1. Digestión y 
bioaccesibilidad 
2. Aplicación del 
modelo en la 
selección de 
glicéridos 
parciales 
1. Digestión y 
bioaccesibilidad 
2. Aplicación 
del modelo en el 
estudio de la 
bioactividad del 
PS-CLA 
1. Digestión y 
bioaccesibilidad 
2. Aplicación 
del modelo en la 
evaluación de la 
actividad 
antioxidante 
Desarrollo 
modelo de 
digestión in 
vitro 
Desarrollo 
modelo de 
digestión in 
vitro 
1) 1) 1) 
2) 
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3.1. INTRODUCCIÓN 
 
El interés bioactivo del ácido butírico fue comentado en el Capítulo I de la 
presente Tesis, siendo un SCFA de especial interés en los últimos años por su 
interferencia en la patogénesis de diversos cánceres, como el cáncer de colon, el de 
mama, el de próstata, el hepatocarcinoma y la leucemia (1-5). 
Sin embargo, la aplicación del ácido butírico como un agente antitumoral se 
encuentra bastante limitada debido a que es difícil alcanzar concentraciones en 
plasma que le permitan actuar de manera eficiente como agente antiproliferativo 
(3, 6). Este fenómeno tiene lugar debido a su rápida metabolización, que da lugar a 
una vida media del ácido butírico bastante corta en plasma. Por este motivo, hoy 
en día hay un especial interés en buscar alternativas que permitan mantener la 
concentración del ácido butírico en plasma lo suficientemente elevada para ejercer 
su bioactividad. En este sentido, las principales estrategias tratan de buscar nuevas 
formas de vehiculización de ácido butírico para poder utilizarlo como agente 
terapéutico. Actualmente en la bibliografía científica se pueden encontrar pro-
fármacos de síntesis de ácido butírico con esta finalidad, destacando especialmente 
la tributirina (TB) como la forma más popular (3, 7). 
Una alternativa de vehiculización del ácido butírico, planteada y desarrollada 
por el grupo de investigación de IAF-UAM, es su esterificación con un alquilglicerol 
(D-SCAKG) (8) (figura 1). Así, la ventaja que presentaría esta nueva estructura 
lipídica sería la combinación, en una misma molécula, de dos componentes 
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lipídicos potencialmente bioactivos, ácido butírico y alquilglicerol (Capítulo I, 
apartado 1.2.2.2.c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A la hora de evaluar el potencial de los nuevos lípidos D-SCAKG en cuanto a 
su digestión y bioaccesibilidad, hay que tener en cuenta que hoy en día se conoce 
bastante bien el proceso de digestión y absorción de los lípidos habituales de la 
dieta, como los TG, en cambio, apenas se tiene información de cómo se digieren y 
se distribuyen los alquilgliceroles, tanto libres como esterificados. Algunos autores 
han señalado que la tasa de hidrólisis en alquilgliceroles diesterificados con FA de 
cadena larga o PUFAs es menor en comparación con sus análogos en forma de TG 
(11-13). Por otro lado, tampoco se tiene información concreta acerca del proceso 
de absorción intestinal de los alquilgliceroles, aunque existen algunas evidencias 
científicas de que los alquilgliceroles de la dieta se pueden absorber 
completamente a nivel intestinal (14, 15), sin embargo, el mecanismo exacto de 
absorción aún se desconoce. Por lo tanto, cualquier indagación en cuanto al 
comportamiento digestivo de alquilgliceroles en general, independientemente de 
que se trate de la forma D-SCAKG, contribuiría al conocimiento científico de estas 
formas lipídicas de interés.  
Figura 1. Triradilgliceroles esterificados con ácido butírico  
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3.2. OBJETIVOS 
 
A. Proceso de digestión intestinal de D-SCAKG 
El primer objetivo de este trabajo fue realizar el estudio de la digestión 
intestinal del lípido D-SCAKG, mediante un modelo de digestión intestinal in vitro, 
y su comparativa con un vehículo análogo de ácido butírico en forma de 
triglicérido (TB), con la intención de estudiar las diferencias entre la velocidad y el 
grado de hidrólisis, los productos de hidrólisis que se liberan durante la reacción y 
la potencial bioaccesibilidad de cada uno de ellos. 
Para poder llevar a cabo este estudio, previamente se desarrolló el modelo de 
digestión intestinal in vitro para un lípido estándar en forma de TG. Con este paso 
previo se pretendió verificar que el modelo de digestión intestinal in vitro era 
capaz de reproducir resultados fisiológicos, y que los resultados que se observaran 
tras su aplicación a TB y D-SCAKG no presentarían artefactos debidos al modelo 
desarrollado.  
B. Aplicación del modelo de digestión intestinal in vitro en la evaluación de la 
bioactividad de D-SCAKG en modelos celulares de cáncer de colon 
El segundo objetivo del trabajo fue conocer la potencial actividad 
anticarcinogénica del D-SCAKG como vehículo lipídico del ácido butírico en una 
línea de células tumorales de colon, tanto del compuesto sin digerir, así como del 
compuesto una vez digerido. A su vez, se evaluó la bioactividad de cada uno de los 
productos de digestión del D-SCAKG de manera individual, con la finalidad de 
indagar en la actividad biológica de cada producto de digestión.  
Por otro lado, se planteó el estudio del efecto que supone sobre el grado de 
bioactividad la solubilización de los productos lipídicos en estructuras micelares 
mixtas formadas por SB y PL, simulando así la forma de distribución física que 
adoptarían fisiológicamente los productos de digestión para poder acceder a las 
células intestinales. Para ello, se estableció la comparativa correspondiente con los 
productos sin micelar. 
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La presente actividad se llevó a cabo en colaboración con el Instituto IMDEA 
Alimentación, bajo la dirección de la Dra. Ana Ramírez.  
3.3. MATERIAL Y MÉTODOS  
A. Proceso de digestión intestinal de D-SCAKG 
Muestras lipídicas y reactivos 
Las muestras lipídicas utilizadas fueron D-SCAKG, TB y aceite de oliva. El D-
SCAKG fue previamente sintetizado por otros miembros del grupo de investigación 
IAF-UAM de acuerdo con una metodología puesta a punto por el mismo (8). La TB 
fue adquirida a Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Alemania) y como lípido 
estándar, en el desarrollo del modelo de digestión, se utilizó aceite de oliva 
comercial.  
Los reactivos utilizados a lo largo del estudio fueron, por un lado, lecitina, SB, 
trizma, maleato y pancreatina procedente de páncreas de cerdo, adquiridos a 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Alemania), y por otro lado, NaCl, CaCl2 y 
sulfato sódico anhidro adquiridos a Panreac (Barcelona, España). Los disolventes 
utilizados para la extracción y para el análisis de los diferentes lípidos del ensayo 
fueron de grado HPLC adquiridos a Lab-Scan (Dublin, Irlanda).  
Modelo de digestión in vitro 
El modelo de digestión intestinal in vitro se basó en un modelo previamente 
desarrollado por el grupo de investigación IAF-UAM para digerir productos 
lipídicos ricos en ω3 (16). Sin embargo, este modelo de partida se consideró un 
modelo muy preliminar que no alcanzaba a reproducir los resultados fisiológicos 
observados en la bibliografía científica en cuanto al grado de hidrólisis y nivel de 
especies lipídicas generadas, por lo que se realizaron una serie de modificaciones 
sobre el modelo para tratar de reproducir resultados más fisiológicos (17). 
Dentro de los principales parámetros modificados del modelo de digestión 
destacaron los siguientes: 
 El incremento de la relación enzima/sustrato   
 El aumento de las concentraciones de SB y PL 
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 La pre-emulsión del medio de digestión 
 La preparación de la pancreatina como un extracto fresco  
 La reducción del tiempo de digestión 
El razonamiento del porqué de cada uno de estos cambios, así como la 
relevancia que tienen en el modelo final, serán discutidos más adelante en el 
apartado 4.1.  
El modelo finalmente desarrollado  se describe a continuación:  
 
 1 g de muestra lipídica se mezcló con 500 mg de SB, 200 mg de lecitina, 3 
mL de una solución de NaCl 3,25 M, 1 mL de una solución de CaCl2 325 mM, 
y 54 mL de tampón Trizma-Maleato pH 7,5 (0,1 M para las muestras de 
aceite de oliva, y 1 M para las muestras de TB y D-SCAKG). 
 Todo el medio fue homogeneizado (Ultra-Turrax IKA T18) durante 25 min a 
7000 rpm. 
 La mezcla homogeneizada se traspasó a un vaso termostatizado a 37ºC con 
agitación magnética continua a 1000 rpm. 
 La digestión intestinal comenzó con la adición de extracto fresco de 
pancreatina que se preparó del siguiente modo: 1 g de pancreatina disuelto 
en 6 mL de tampón Trizma-Maleato a pH 7,5, posteriormente agitado 
durante 10 min y centrifugado a 1600 x g a 5ºC durante 15 min. El 
sobrenadante acuoso obtenido se adicionó al medio de reacción y el 
precipitado obtenido fue descartado.  
 
Para poder estudiar la evolución de la digestión en el tiempo, así como la 
evaluación del punto final de la digestión, se tomaron alícuotas de 450 mg del 
medio de reacción a 0, 2, 4, 10, 20, 30 y 60 min.  
Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado. 
Separación de fases  
Una vez terminada la digestión intestinal in vitro de los lípidos de partida, el 
medio de digestión se centrifugó a 4000 rpm, a 20ºC durante 40 min, de acuerdo 
con el protocolo llevado a cabo por Soler et al (18). Tras la centrifugación, el medio 
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de digestión intestinal se separó en 3 fases claramente diferenciadas. Una fase 
superior, denominada Fase Oleosa (OP), una fase intermedia, que es la mayoritaria 
de la tres fases, denominada Fase Micelar (MP), y una fase inferior, que 
frecuentemente es muy minoritaria, denominada Fase Precipitado (PP) (19). Se 
tomaron alícuotas de las diferentes fases del medio de digestión para su posterior 
análisis. 
La importancia de llevar a cabo esta separación de fases, radica en el interés 
por conocer cómo se distribuyen los compuesto lipídicos de la digestión después 
de la hidrólisis. Este resultado permitirá evaluar la potencial bioaccesibilidad de 
los productos de la hidrólisis, ya que aquellos productos que se encuentren 
principalmente en la MP serán potencialmente más bioaccesibles que aquellos que 
se encuentren en la OP y en la PP, ya que estas dos fases tienden a contener, bien 
lípidos residuales que serían potencialmente digeridos en tramos más alejados del 
tracto digestivo (principalmente TG y DG residuales sin digerir), o bien lípidos que 
serían eliminados en heces (principalmente FFA). 
Extracción lipídica 
Los lípidos totales de las diferentes alícuotas fueron extraídos con una mezcla 
de n-hexano/metil-ter-butil eter (50:50, v/v) en un ratio de muestra: disolvente de 
1:3 (v/v). En el caso de los ensayos llevados a cabo con TB y D-SCAKG, además se 
acidificó el medio de extracción con la adición de ácido clorhídrico (150 mM). El 
posterior análisis de las muestras procedentes de la digestión de TB y de D-SCAKG 
se realizó en presencia de n-dodecano (10 mg) que fue utilizado como estándar 
interno. 
La mezcla de disolventes junto con la muestra fue agitada en vortex durante 
1 min y centrifugada durante 10 min a 15000 rpm. Se recolectó la fase orgánica 
superior, la cual contenía los componentes lipídicos y se dejó reposar durante 2 h 
con sulfato sódico anhidro, para asegurar la eliminación de posibles trazas de agua 
de la muestra.  
Análisis de los productos lipídicos 
Los productos de hidrólisis del aceite de oliva (utilizado como TG de 
referencia) se analizaron mediante cromatografía de líquidos (HPLC) según el 
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método de análisis de lípidos neutros previamente optimizado por miembros del 
grupo de investigación IAF-UAM (20). En este método se utilizó una columna 
Kromasil silica 60 (250 mm X 4.6 mm de Análisis Vínicos, Tomelloso, España), 
acoplada a un horno CTO 10A VP 2, a una bomba LC-10AD VP, a un modulador de 
gradiente FCV-10AL VP, a un desgasificador DGU-14A y a un detector evaporativo 
de dispersión de luz (ELSD-LT) de Shimadzu (Izasa, España). El método utilizado 
en este equipo de HPLC mantenía la temperatura de la columna durante todo el 
análisis a 35 ºC. Se inyectaron 20 µL de la muestra a una concentración de 4 
mg/mL en cloroformo y la cuantificación fue llevada a cabo mediante el uso de 
curvas de calibrado de los patrones más apropiados para el análisis (Sigma Aldrich, 
Alemania). 
Los productos de hidrólisis de TB y de D-SCAKG fueron analizados mediante 
cromatografía de gases (GC), de acuerdo con un método analítico desarrollado por 
miembros del grupo de investigación IAF-UAM (21). Para llevar a cabo estos 
análisis se utilizó un cromatógrafo de gases Hewlett-Packard 5890 serie II, con 
sistema de inyección “on-column” y una columna capilar de 7 metros de 5% metil 
fenil silicona (Quadrex Corporation, New Haven, CT, USA), con un diámetro interno 
de 0,25 µm. Como pre-columna se utilizó un fragmento de columna desactivada de 
12 cm y 530 µm de diámetro interno. Las temperaturas del inyector y del detector 
eran de 43 y 360ºC respectivamente, y se aplicó el siguiente gradiente de 
temperaturas: 
 Inicio del análisis a 40ºC 
 Calentamiento a 42ºC/min hasta 250ºC, y mantenimiento a esta 
temperatura durante 10 min 
 Seguido de un calentamiento a 7,5ºC/min hasta 325ºC, y 
mantenimiento a esta temperatura durante 30 min 
Como gas portador se utilizó Helio a una presión de 5,2 psi. La cuantificación 
de los compuestos se realizó mediante el uso de un estándar interno y la utilización 
de factores de respuesta previamente obtenidos para cada uno de los productos 
lipídicos. 
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 B. Aplicación del modelo de digestión intestinal in vitro en la evaluación de 
la bioactividad de D-SCAKG 
Muestras lipídicas 
Bioactividad del D-SCAKG 
Se evaluó la bioactividad del D-SCAKG sin digerir, así como del compuesto 
digerido. Para este segundo caso, se preparó una mezcla con las especies lipídicas 
que se generaron tras la digestión del D-SCAKG, de acuerdo a los resultados 
obtenidos en el apartado A (Tabla 1). Los productos de hidrólisis AKG 
(alquilglicerol no esterificado) y ácido butírico fueron de grado comercial (Sigma-
Aldrich), mientras que el producto alquilglicerol monoesterificado (M-SCAKG) fue 
purificado a partir del medio de digestión. La purificación se realizó mediante 
fraccionamiento con columna semi-preparativa (Kromasil sil 5 um 250x10 mm, 
Análisis Vínicos) y HPLC (Agilent, USA).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bioactividad de los productos de la hidrólisis micelados: Preparación de las 
micelas mixtas  
Las micelas mixtas de lípidos-SB-PLs se prepararon con lecitina de huevo y 
taurocolato sódico. En primer lugar se disolvieron cantidades apropiadas de los 
compuestos lipídicos en 0,5 mL de hexano. Se prepararon además soluciones 
control conteniendo únicamente hexano, sin adición de compuestos lipídicos y 
soluciones control solamente con SB y PL, sin adición de compuestos lipídicos. Las 
Compuesto % 
Ácido Butírico 20,5 
AKG 24,2 
M-SCAKG 53,1 
D-SCAKG 2,2 
Tabla 1. Composición de la mezcla de especies lipídicas después de la digestión intestinal  del 
D-SCKAG 
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muestras se secaron mediante corriente de N2 (N-Evap 111, Organomation 
Associates). A continuación, se añadieron 0,23 mg de lecitina disueltos en 0,575 
mL de hexano y las muestras se volvieron a secar en las mismas condiciones. Se 
prosiguió con la adición de 500 µL de una solución 2 mM de taurocolato en etanol y 
un último paso de evaporación con N2. Finalmente, el contenido secado se re-
suspendió en 1 mL de medio de cultivo DMEM sin ningún suplemento, y se mezcló 
con 1 mL de DMEM con 10% de suero fetal bovino (FBS) y antibióticos para poder 
crecer las células.  Un volumen de 200 ul de esta mezcla fue añadido a cada uno de 
los pocillos de la placa de cultivo celular. 
Cultivos celulares 
Se cultivaron células de cáncer de colon humano de la línea SW620 en medio 
DMEM suplementado con un 10 % de FBS, 2 mM de glutamina y un 1% de un 
solución antibiótica-antimicótica, que contenía 10000 unidades/mL de penicilina 
base, 10000 µg/mL de estreptomicina base y 25000 ng/mL de amfotericina B. Se 
mantuvo el cultivo celular bajo condiciones estándar de temperatura (37ºC), de 
humedad (95%) y de dióxido de carbono (5%).  
Ensayo de viabilidad celular 
Para medir la actividad antiproliferativa de D-SCAKG y de sus productos de 
digestión se utilizó el método MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol). Para ello se llevaron las células en fase exponencial de crecimiento 
a placas de 96 pocillos, incorporándose un promedio de 6000 células por pocillo en 
un volumen final de 200 µL. Después de 24 horas de incubación se reemplazó el 
medio de cultivo por medio que contenía los productos que se pretenden estudiar 
a diferentes concentraciones. Estos ensayos se realizaron adicionando los 
productos tanto sin micelas, como en forma de micelas mixtas. 
La viabilidad celular fue determinada tanto en el momento del tratamiento, 
para tener un control antes del tratamiento, como 48 horas después, para 
determinar el crecimiento celular. Para determinar el número de células viables, se 
adicionaron 20 µL de solución MTT (5 mg/mL en FBS) a cada pocillo y se llevó a 
incubación durante 3 horas. Seguidamente el medio fue eliminado y se adicionaron 
200 µL de DMSO (dimetil sulfóxido) para disociar las células y re-suspender el 
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formazan (metabolito azul del MTT). Se cuantificó el producto formazan, el cual 
está directamente relacionado con el número de células viables, midiendo su 
concentración a 560 nm con un lector de placas espectrofotométrico (UVM 340 
Biochrom, Cambridge). Los valores de concentración de cada uno de los productos 
correspondientes al IC50 (50% de viabilidad celular inhibida), GI50 (inhibición del 
50% de crecimiento), TGI (inhibición total del crecimiento) y LC50 (50% de 
muerte celular) se calcularon de acuerdo con las definiciones de la NIH (National 
Institutes of Health) utilizando la regresión logística, concepto que se describe 
como la relación entre la respuesta a un tratamiento con una determinada 
sustancia y la dosis o concentración de dicha sustancia. 
3.4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.4.1. Desarrollo del modelo de digestión intestinal in vitro 
Como se explicó anteriormente, antes de llevar a cabo la digestión intestinal 
in vitro de los dos productos de estudio (TB y D-SCAKG), partiendo de un modelo 
de digestión preliminar desarrollado por el grupo IAF-UAM (16), lo primero que se 
consideró necesario fue testar el modelo con un lípido estándar en forma de TG. Se 
seleccionó aceite de oliva como lípido estándar debido a que es un producto 
lipídico simple, natural y abundante en la dieta, cuyo TG mayoritario se considera 
la trioleina (TO).  
Por otro lado, como referencia de resultados fisiológicos de la digestión de TG 
habituales de la dieta se consideraron los resultados obtenidos por Hoffman et al 
(17), por tratarse de uno de los trabajos más relevantes y completos sobre la 
composición lipídica del contenido luminal durante la digestión de lípidos en 
humanos (figura 1.a).   
Uno de los principales aspectos iniciales a considerar fue el tipo de enzima a 
utilizar y la relación enzima/sustrato más adecuada. A la hora de seleccionar el 
medio enzimático se puede optar por la adición de la enzima pura responsable de 
la digestión lipídica, la lipasa pancreática, o bien un extracto pancreático rico en 
esta enzima, denominado pancreatina. El modelo preliminar de partida a partir del 
cual se llevaron a cabo las modificaciones utilizaba pancreatina como medio 
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enzimático (16). Igualmente, se optó por mantener el uso de la pancreatina como 
principal fuente de enzima lipolítica debido a que presenta ventajas respecto a la 
lipasa pancreática pura. Al tratarse de un extracto del páncreas, contiene no sólo 
lipasa pancreática, sino también el cofactor de esta, la co-lipasa.  
En cuanto a la cantidad de pancreatina que se utilizó, debía encontrarse 
dentro de unos rangos determinados para permitir una digestión adecuada. Sin 
embargo, los niveles de pancreatina o lipasa pancreática que se ha descrito que 
son producidos in vivo, o que son utilizados in vitro, se ha podido observar que son 
muy variables en la bibliografía (16, 17). Además, no existe una uniformidad en 
cuanto a la forma de indicar los datos enzimáticos, habiéndose descrito en unos 
casos como unidades de actividad enzimática, o en otros, como unidades de carga 
enzimática. Ante esta circunstancia, se consideró como criterio a adoptar, la 
adición de una cantidad suficiente de pancreatina, y siempre dentro de un rango 
razonable a los descritos in vivo, que permitiera alcanzar un grado de hidrólisis 
similar a los descritos in vivo (17). Siguiendo este criterio, se pudo comprobar que 
el modelo preliminar de partida a partir del cual se desarrolló el presente modelo 
no alcanzaba un nivel suficiente de hidrólisis a las cantidades de pancreatina 
adicionada (figura 1.b). Tras varias pruebas de incremento progresivo de 
pancreatina, el grado de hidrólisis fisiológico fue finalmente alcanzado con la 
relación pancreatina/sustrato seleccionada de 1:1 (p/p).  
Por otro lado, se han descrito en la bibliografía algunos trabajos de modelos 
de digestión in vitro donde se adicionaba la pancreatina en forma de un extracto 
fresco previamente preparado resuspendiendo la pancreatina en el tampón 
acuoso de digestión, dado que comercialmente la pancreatina es un extracto que 
se encuentra liofilizado y conservado a congelación (3, 8). Se llevaron a cabo 
diferentes pruebas utilizando la misma cantidad de pancreatina, adicionada 
directamente o mediante la preparación previa del extracto fresco, tal y como se 
detalló en el apartado 3.3.A. Los resultados mostraron que se alcanzaba un mejor 
grado de hidrólisis adicionando la enzima en forma de extracto fresco preparado 
en el momento, como efectivamente se había descrito previamente en estudios de 
la bibliografía (22).  
Por otro lado, fue necesario llevar a cabo una modificación de la relación 
SB/PL. Este cambio se realizó teniendo en cuenta que en el modelo de digestión se 
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pretendía simular una situación de ingesta de alimentos. Habitualmente, en los 
modelos de digestión que se pueden encontrar en la bibliografía, se pueden  
simular tanto situaciones de ayuno (conocidas como “fasted state”), como 
situaciones de ingesta (conocidas como “fed state”). La diferencia más relevante 
entre ambas situaciones es que a nivel fisiológico la composición de la secreción 
biliar es muy diferente, de tal manera que en situación de ayuno, los niveles y 
proporciones de SB y PL son inferiores, mientras que tras una ingesta de alimento, 
se ve estimulada la secreción biliar, y por tanto, aumenta la concentración de SB y 
PL en el medio de digestión (19). Con el fin de adaptar el modelo de digestión de 
partida preliminar a una situación más cercana a “fed state”, se modificó la relación 
de SB y PL, de acuerdo a estudios in vivo previamente descritos en la bibliografía 
(23). Esta relación molar ha sido habitualmente descrita en una proporción molar 
de 4:1 SB/PL en “fed state”, por lo que se buscó mantener esta relación en el 
modelo optimizado (23, 24). 
Por otro lado, otra de las modificaciones practicadas sobre el modelo inicial 
fue generar la pre-emulsión del medio de reacción. Con la incorporación de este 
paso al modelo de digestión in vitro se buscó simular la formación de las gotas 
lipídicas emulsionadas en el medio acuoso que tiene lugar a nivel gástrico (19), 
antes de la digestión intestinal. Esta pre-emulsión podría favorecer la formación de 
la interfase en la cual interviene la lipasa pancreática.  
Finalmente, en la figura 1.c se representan los resultados obtenidos después 
de aplicar al modelo de digestión in vitro todos los cambios anteriormente 
mencionados. Tal y como se puede observar en la figura, estos cambios dieron 
lugar a un modelo de digestión in vitro capaz de reproducir resultados fisiológicos 
similares a los obtenidos en estudios in vivo previamente descritos en la 
bibliografía (17).  
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Adicionalmente, y con el fin de validar el modelo de digestión en cuanto a 
velocidad y grado de hidrólisis, y poder establecer el tiempo final de digestión, se 
procedió al estudio detallado de la digestión del aceite de oliva a lo largo del 
tiempo completo de digestión. El modelo preliminar de digestión de partida  
utilizaba unos tiempos de hidrólisis de 2 h (25). En la mayoría de los modelos de 
digestión descritos en la bibliografía se reproduce igualmente este tiempo de 
digestión intestinal de 2 h (22-24, 25). Sin embargo, a la hora de desarrollar el 
modelo consideramos que este tiempo no podía ser generalizable a cualquier 
situación. Por un lado, la hidrólisis y absorción de los TG en el intestino tiene lugar 
mayoritariamente en los primeros tramos del duodeno, donde el tiempo de 
tránsito puede llegar a ser inferior a 2 h. Por otro lado, es razonable pensar que no 
puede ser igual el tiempo requerido para llevar a cabo la digestión del gran 
volumen acuoso y de ingesta habitual que se encuentra en la luz intestinal, que el 
tiempo requerido para llevar a cabo la digestión in vitro del medio simulado en los 
modelos desarrollados (muy inferior a 100 mL y 1 g de muestra lipídica), en los 
cuales se han utilizado porporciones escalables a una ingesta habitual, para poder 
hacer comparables los resultados obtenidos.  
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Figura 1. Productos lipídicos obtenidos de: a) Resultados in vivo (17), b) Modelo de digestión in vitro 
preliminar (16) y c) Modelo de digestión  desarrollado     
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Por tanto, con el fin de poder establecer cuál debería ser el tiempo razonable 
a aplicar para simular una digestión intestinal in vitro de lípidos en los primeros 
tramos del duodeno se realizaron diferentes pruebas de hidrólisis a distintos 
tiempos de digestión, y se aplicó de nuevo el criterio seguido hasta ahora: 
encontrar el tiempo que diera lugar a una evolución de la digestión y un grado de 
hidrólisis final de TG comparable a los datos fisiológicos (17). En la figura 2 se 
representa la desaparición de producto y la aparición de sustratos a lo largo de 60 
min de digestión, donde se observó que la digestión evolucionó razonablemente, 
tanto en especies lipídicas, como en grado y velocidad de hidrólisis, alcanzando 
resultados similares a los observados en la  digestión de lípidos a nivel fisiológico.  
 
 
Finalmente, para completar la validación del modelo de digestión, se evaluó 
la capacidad del modelo para reproducir resultados fisiológicos de bioaccesibilidad 
de los productos liberados durante la digestión. En la figura 3 se representan los 
resultados de la composición en productos lipídicos de las fases del medio de 
digestión, MP y OP. La PP en este ensayo fue minoritaria, por lo que no se 
representa en la figura 3. Los resultados del análisis de la composición lipídica de 
Figura 2. Evolución en el tiempo de los productos de digestión  de aceite de oliva 
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cada una de las fases indicaron que los lípidos totales del medio de digestión se 
dividieron entre las dos fases, distribuyéndose un 94% del total de los lípidos en la 
MP y un 6% del total de los lípidos en la OP. Estos resultados indicaron que 
prácticamente la totalidad de los productos liberados de la hidrólisis del aceite de 
oliva eran potencialmente bioaccesibles. Por otro lado, la composición en especies 
lipídicas que presentaba la MP consistió fundamentalmente en productos de 
digestión (FFA y MG), mientras que la OP constó fundamentalmente de productos 
residuales sin digerir (TG). Estos resultados se encontraban en concordancia con lo 
que se había observado en la composición lipídica a nivel intraluminal durante la 
digestión fisiológica de grasa en humanos (17).  
 
 
En conclusión, se llegó a desarrollar un modelo de digestión intestinal in vitro 
capaz de reproducir resultados fisiológicos de la digestión de TG, tanto en grado y 
velocidad de hidrólisis, como bioaccesibilidad de los productos de digestión. Por 
tanto, este modelo se consideró adecuado para la evaluación del vehículo lipídico 
experimental propuesto (D-SCAKG) y su comparativa con la forma alternativa de 
vehículo, TB. 
Figura 3. Composición lipídica de las fases MP y OP después de la digestión in vitro de aceite de oliva 
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3.4.2. Digestión intestinal in vitro de alquilglicerol diesterificado  
En la figura 4.A y 4.B se representa la evolución en el tiempo del proceso de 
digestión de ambas muestras lipídicas, D-SCAKG y TB, respectivamente, 
representándose tanto la desaparición de sustratos, como la generación de los 
distintos productos de hidrólisis. Los resultados indicaron que la lipasa 
pancreática era capaz de reconocer e hidrolizar ambos productos (figura 4. A y 4. 
B). 
 
Figura 4: Evolución en el tiempo de los productos de digestión de A) D-SCAKG y B) TB 
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Sin embargo, se observaron diferencias en la velocidad de la digestión de 
ambos productos. La evolución de la reacción de hidrólisis fue más lenta en el caso 
del D-SCAKG que en el caso de la TB. Así, prácticamente en el inicio de la reacción 
(2 min) se había hidrolizado casi toda la TB, mientras que en el caso del D-SCAKG, 
y al mismo tiempo de reacción, la cantidad de producto hidrolizado era del 74% 
(figura 4.A y 4.B).  
En cuanto al grado de hidrólisis, igualmente se observaron diferencias entre 
ambos compuestos. Después de 60 min de digestión, el D-SCAKG era hidrolizado, 
aunque sin llegar a alcanzar una hidrólisis completa, liberando como producto 
mayoritario de la digestión el 2- butiroil-1-O-octadecil-glicerol (M-SCAKG), el cual 
permaneció bastante estable durante toda la reacción de hidrólisis, seguido del 
ácido butírico libre y del 1-O-octadecil-glicerol (AKG) (figura 4.A). Por el contrario, 
la TB se hidrolizó completamente al cabo de 20 min de la digestión intestinal in 
vitro, degradándose completamente también sus productos intermedios de 
hidrólisis, dibutirina (DB) y monobutirina (MB); y detectándose únicamente en el 
medio de digestión la presencia del ácido butírico libre como producto final (figura 
4.B). 
En relación al producto mayoritario, el M-SCAKG y a su análogo en forma de 
MB, se observó que aunque el M-SCAKG era un producto bastante estable, este se 
fue degradando ligeramente tras alcanzar un máximo a los 10 min de digestión. 
Además, parece que esta hidrólisis del M-SCAKG no comenzó a observarse hasta 
que el D-SCAKG desapareció casi completamente (figura 4.A), mientras que en el 
caso de la MB, su hidrólisis sucedió de manera rápida, habiéndose hidrolizado 
prácticamente por completo desde el inicio de la digestión de la TB (figura 4.B).  
Con el fin de profundizar en el conocimiento de la estabilidad del producto M-
SCAKG, se llevó a cabo una digestión intestinal in vitro del D-SCAKG a tiempos más 
largos de digestión, para poder evaluar la tendencia del M-SCAKG, observándose 
que aún se mantenía cerca de un 40 % de M-SCAKG a 240 min de reacción. Este 
resultado confirmó que el M-SCAKG era bastante estable a lo largo de la digestión 
intestinal.  
Es importante señalar que existe poca información acerca de la hidrólisis de 
los alquilgliceroles catalizada por la lipasa pancreática, pero se ha visto en otros 
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estudios, que la tasa de hidrólisis en alquilgliceroles esterificados con FA de cadena 
larga PUFAs fue menor en comparación con sus análogos en forma de TG (26), 
resultado similar al que se ha observado en el presente trabajo con las mismas 
estructuras lipídicas (SCAKG y TG) esterificadas con FA de cadena corta. 
Por otro lado, miembros del grupo de investigación IAF-UAM han llevado a 
cabo un estudio sobre la reacción de etanolisis catalizada por lipasas del mismo D-
SCAKG utilizado en el presente trabajo, y su comparativa con TB (27). En dicho 
trabajo, a pesar de que la reacción fue llevada a cabo en un medio no acuoso y más 
simple, bastante diferente del medio acuoso complejo utilizado en este estudio, los 
autores encontraron diferencias en la evolución de la hidrólisis del D-SCAKG y de 
la TB similares a las que se observaron en el presente estudio. En dicho trabajo se 
indicó que la tasa de etanolisis del D-SCAKG fue menor que la de la TB, siendo 
además la etanolisis de la TB más completa. Además, el M-SCAKG fue el producto 
mayoritario de la etanolisis de los D-SCAKG, manteniéndose en unos niveles 
constantes durante el transcurso de la reacción, de acuerdo con los resultados 
observados en el presente trabajo. 
En cuanto a la evolución de la digestión intestinal in vitro de la TB, esta siguió 
el proceso clásico de digestión gastrointestinal de TG de cadena corta descrito en la 
bibliografía (28), dónde otros autores han observado que este tipo de compuestos 
lipídicos son hidrolizados rápidamente  y de manera completa a FFA y glicéridos 
por las lipasas digestivas (28, 29). La hidrólisis completa de los TG de cadena corta 
se ha explicado en algunos estudios mediante fenómenos de acil-migración (30), 
que implica el cambio de los ácidos grasos de la posición sn-2 a sn-1(3). Este 
fenómeno se ve más favorecido en el caso de SCFA. Esto supondría que los 
productos 1,2-DG y 2-MG formados durante la hidrólisis de los TG, tienden a 
migrar rápidamente a las posiciones sn-1,3 del glicerol, dando lugar a la formación 
de 1,3-DG y 1-MG, los cuales son sustrato de las enzimas digestivas sn-1,3 
específicas, por lo que tendría lugar una hidrólisis completa, con la liberación de 
FFA y glicerol como productos finales de digestión (30). 
En base a lo que se acaba de comentar, en el caso del M-SCAKG, su lenta pero 
progresiva disminución a partir de los 10 min de digestión (figura 4.A) podría 
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sugerir que también se está produciendo cierto grado de acil-migración del ácido 
butírico esterificado en la posición sn-2 a la posición sn-3. Sin embargo, dado que 
solo existe una posible posición para la migración en M-SCAKG, esta se habría 
producido de manera más lenta a como estaría sucediendo en el caso de la MB, que 
presenta 2 posibles posiciones para la migración (sn-1 y sn-3). 
Estas diferencias observadas entre el M-SCAKG y la MB durante la digestión 
intestinal de ambos productos podrían deberse principalmente a la estructura del 
esqueleto de los alquilgliceroles; en donde la posición sn-1 de la glicerina contiene 
un enlace éter con un alcohol octadecilo, por lo que  la única posición libre que 
tiene la molécula de alquilglicerol, para que tengan lugar los fenómenos de acil-
migración del ácido butírico, sería la sn-3.   
En base al razonamiento explicado, con el fin de detallar cómo sucedería el 
proceso de hidrólisis de los D-SCAKG, y comparándolo con el proceso de hidrólisis 
normal de la TB, en la figura 5 se representa un esquema teórico de cómo sería la 
evolución del proceso de digestión de ambos compuestos teniendo en cuenta el 
fenómeno de acil-migración. 
Otra razón  que podría explicar las diferencias observadas en la evolución de 
la hidrólisis de ambos productos podría estar relacionada con la propia cadena 
eterificada de los D-SCAKG que consiste en una cadena alquílica saturada de 18 
átomos de carbono. Esta particular estructura podría influir en la interacción de la 
enzima con  el D-SCAKG, y explicar la diferente evolución de la reacción con 
respecto a la TB (24, 27). 
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Es importante destacar que las diferencias observadas en el presente estudio 
entre el D-SCAKG y la TB, en cuanto a la velocidad de la hidrólisis y el grado de 
liberación de los productos lipídicos, presenta implicaciones interesantes. Como ya 
se comentó al inicio del presente trabajo, uno de los principales problemas de la 
aplicación del ácido butírico como un agente antitumoral es la limitación de poder 
alcanzar una concentración en plasma suficiente para que presente efectos 
antiproliferativos y de diferenciación celular (3, 6). En este sentido, existen 
estudios que han conseguido alcanzar cierto nivel de ácido butírico en los tejidos 
periféricos tras su administración en forma de TB (31, 32), pero estos estudios 
continuaban presentando la problemática de no poder mantener el butirato en 
sangre durante el tiempo necesario para llevar a cabo su función bioactiva (32). 
Coradini et al (1) afirmaron que para poder obtener un pro-fármaco eficiente de 
butirato es necesario que presente un enlace suficientemente estable entre la 
molécula con la cual se quiere vehiculizar el compuesto, , para poder aumentar su 
vida media en el torrente sanguíneo y poder llegar a los tejidos periféricos sobre 
Figura 5: Representación teórica de la reacción de hidrólisis los triradilgliceroles con ácido 
butírico por las enzimas digestivas 
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los cuales llevar a cabo su efecto bioactivo. Por este motivo, los resultados del 
ensayo experimental llevado a cabo con el D-SCAKG en este trabajo señalaron a 
este compuesto como un potencial vehículo de butirato de interés, ya que se libera 
como producto mayoritario durante la reacción el M-SCAKG, un producto lipídico 
que presentaría un enlace bastante estable con el butírico en posición sn-2, a 
diferencia del vehículo análogo en forma de  TB, que resultó hidrolizado 
completamente. 
Por otro lado, es importante señalar que el propio AKG sin esterificar se 
liberó como tercer producto mayoritario de la digestión del D-SCAKG, siendo otra 
posible vía de aprovechamiento de la bioactividad de estos compuestos. El AKG fue 
aumentando progresivamente durante la hidrólisis, alcanzando valores próximos 
al 20 % a los 60 min y superiores al 30 % a tiempos más largos de digestión (240 
min).  
3.4.3. Bioaccesibilidad de alquilglicerol diesterificado  
Una vez evaluadas la velocidad y el grado de hidrólisis del D-SCAKG y de la 
TB, se estudió la bioaccesibilidad de los productos de hidrólisis de cada uno de los 
dos sustratos de estudio. En la figura 6 se representan los resultados de la 
composición lipídica de cada una de las fases del medio de digestión, MP y OP. La 
PP en ambos estudio fue minoritaria, por lo que no se representó en la figura 6.  
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Aproximadamente el 40% del total de los lípidos liberados de la hidrólisis del 
D-SCAKG se encontraban en la MP, la cual estaba formada principalmente por 
ácido butírico y pequeñas cantidades de M-SCAKG y AKG. El 60% restante de los 
lípidos se encontraban en la OP, la cual estaba principalmente formada por M-
SCAKG. También se observó que el AKG se encontraba repartido entre ambas fases 
en proporciones similares.  
Por el contrario, en el caso de la TB, la totalidad de los componentes lipídicos 
se encontraban en la MP, no observándose OP al final de la digestión intestinal in 
vitro. A diferencia de lo que se observó con el D-SCAKG, la TB fue totalmente 
hidrolizada a ácido butírico, por lo que este fue el principal  componente de la MP, 
acompañado de una cantidad muy pequeña de glicéridos procedentes de su 
hidrólisis, principalmente en forma de MB. 
Es importante destacar el hecho de que el producto mayoritario de la 
hidrólisis del D-SCAKG, el M-SCAKG, se encontraba principalmente en la OP del 
medio de digestión (figura 6.A), lo que indicaría cierta limitación en su 
bioaccesibilidad. Este resultado podría ser explicado por una baja solubilidad de 
esta molécula en las estructuras micelares, relacionada con el alcohol octadecilo 
B) 
Figura 6: Composición lipídica de las MP y OP después de la digestión intestinal in vitro de, A) D-
SCAKG y B) TB 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
MP OP
%
TB DB MB FA
B) 
 ~ 108 ~ 
 
CAPÍTULO III 
AGRA 
 
eterificado en el alquilglicerol. Se ha descrito en la bibliografía que los FA 
saturados de cadena larga, tanto libres como en forma de MG, son pobremente 
absorbidos debido a su baja solubilidad  en las estructuras micelares y a su fuerte 
tendencia a formar jabones de calcio insolubles a pH alcalino (33). Esta difícil 
solubilización micelar del alquilglicerol eterificado con una cadena alquílica 
saturada podría ser la causa de su mayor distribución en la OP. No obstante, ante 
esta situación, hay que tener en cuenta que se ha observado que la absorción de los 
lípidos insolubles puede aumentar cuando coexisten en el medio intestinal con FA 
más insaturados (34). Esto puede ser debido a que la inclusión en la MP se vería 
mejorada gracias a una mayor expansión de las micelas por la fácil incorporación 
en las mismas del MG y el FA insaturado (34). En el presente trabajo se buscó 
evaluar si esta hipótesis descrita tendría lugar o no en el caso del D-SCAKG. Para 
ello se llevo a cabo una digestión intestinal in vitro adicional del D-SCAKG, pero 
acompañándolo en el medio de aceite de oliva, como fuente lipídica más 
insaturada.  
Observando los resultados obtenidos en el presente ensayo (figura 7), se 
comprobó que la adición de un lípido de acompañamiento en forma de TG 
insaturado favorecería la inclusión del M-SCAKG en las micelas, mejorando su 
bioaccesibilidad.  
Figura 7. Reparto del total de productos de digestión de D-SCAKG la MP en  ausencia y en presencia 
de aceite de oliva (TO). En la figura no se incluyen los productos de hidrólisis del aceite de oliva 
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3.4.4. Actividad antiproliferativa de alquilglicerol diesterificado 
digerido en células de cáncer de colon  
Hay que tener en cuenta que en base a los resultados que se acaban de 
exponer en los apartados anteriores, el D-SCAKG sería reconocido por las enzimas 
digestivas tras una administración oral, dando lugar a los productos M-SCAKG, 
ácido butírico y AKG. Por lo tanto, es razonable pensar que el conjunto de estos 
productos de digestión serían los que  tendrían mayor probabilidad de ejercer un 
efecto bioactivo sobre las células intestinales, en lugar del D-SCAKG intacto. Así, 
con el fin de evaluar la relevancia de estos productos de digestión, se planteó un 
estudio comparativo de la actividad anticarcinogénica en una línea tumoral de 
células de colon del D-SCAKG sin digerir y digerido. A su vez, se evaluó la actividad 
antiproliferativa de cada uno de los productos de hidrólisis (M-SCAKG, AGK, ácido 
butírico) de manera individual, con fines comparativos.   
Por otro lado, a la hora de evaluar el efecto bioactivo de cualquier estructura 
lipídica, es fundamental considerar la relevancia que tiene la inclusión de los 
productos de digestión en estructuras micelares para facilitar su acceso a las 
células intestinal, tal y como se explicó en el Capítulo I. Por lo tanto, en el presente 
ensayo se pretende a su vez evaluar el impacto que tendría dicho efecto de 
micelización sobre la bioactividad del D-SCAKG, tanto digerido como sin digerir.  
En la figura 8 se representan los resultados del efecto antiproliferativo de 
cada uno de los productos lipídicos individuales adicionados a las células 
tumorales, tanto sin micelar, como vehiculizados a través de micelas.  
En cuanto a los resultados de la adición sin micelar de cada uno de los 
productos a las células tumorales de colon, se observó que el D-SCAKG y el M-
SCAKG no presentaban actividad antiproliferativa, a diferencia del AKG y del ácido 
butírico, los cuáles sí mostraban tener un cierto efecto antiproliferativo. 
Concretamente se observó que el AKG fue el compuesto que presentó una mayor 
actividad antiproliferativa. Estos resultados fueron similares a los que se habían 
observado en otros estudios previos de la bibliografía, realizados con otros AKG, o 
con ácido butírico como potenciales pro-fármacos (35, 36). 
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Sin embargo, se observó que el D-SCAKG y el M-SCAKG mostraron  actividad 
antiproliferativa cuando fueron vehiculizados en forma de micelas (figura 8). 
Además, se observó nuevamente que el producto con mayor actividad 
antiproliferativa era el AKG, el cuál presentaba también una actividad mejorada al 
ser vehiculizado mediante las micelas, en comparación con el mismo sin micelar 
(figura 8). Es importante destacar que para el ácido butírico no se llevo a cabo el 
ensayo de inclusión en las micelas con el fin de simular una situación real, debido a 
que al tratarse de un FA de cadena corta, no necesita incluirse en las micelas para 
poder ser absorbido por los enterocitos a nivel intestinal, tal y como se detalló en 
el Capítulo I.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Efecto antiproliferativo de los diferentes componentes lipídicos de la digestión de manera libre y 
vehiculizados mediante micelas. 
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Una evaluación más completa de la actividad antiproliferativa de estos 
compuestos en la inhibición del crecimiento y la promoción de la muerte celular se 
detalla en la Tabla 2, donde se muestran los valores calculados de IC50, GI50, TGI y 
LC50 en las condiciones en las que se observaron que presentaban un efecto 
bioactivo.  
 
 
 
En definitiva, los resultados del presente ensayo indicaron que los 
alquilgliceroles no esterificados (AKG) presentaban una mayor actividad 
antiproliferativa en las células de cáncer de colon que los alquilgliceroles 
esterificados (M-SCAKG y D-SCAKG). Además, se pudo observar que la inclusión de 
estos productos en micelas mixtas mejoraba esta actividad antiproliferativa en 
todos los casos. 
 En la figura 9 se representa la comparativa de la bioactividad del D-SCAKG 
sin digerir y del mismo compuesto digerido (mezcla de productos de digestión)  
adicionados a los cultivos celulares a través de micelas. Tal y como se puede 
observar, el D-SCAKG digerido fue del orden de 4 veces más efectivo que el D-
SCAKG sin digerir. Este resultado sugiere la importancia de que tenga lugar 
previamente el proceso fisiológico de digestión del D-SCAKG para que se pueda 
producir su efecto bioactivo.  
 D-SCAKG M-SCAKG AKG ÁC. BUTÍRICO 
Micelas Micelas Medio Micelas Medio 
Con(uM)  s.e.m. Con(uM)  s.e.m. Con(uM)  s.e.m. Con(uM)  s.e.m. Con(uM)  s.e.m. 
IC50 282,02 ± 65,62 237,04 ± 44,46 101,87 ± 7,80 48,73 ± 7,16 3791,95 ± 1,13 
GI50 150,52 ± 28,89 178,79 ± 31,58 64,13 ± 1,84 26,94 ± 6,94 1527,46 ± 0,02 
TGI 385,28 ± 31,15 395,09 ± 34,06 116,04 ± 20,30 65,38 ± 14,74 4551,65 ± 1,33 
LC50  732,76 ± 20,93 130,56 ± 25,57 85,90 ± 23,14 11949,7 ± 2,55 
Tabla 2: Parámetros de IC50, GI50, TGI y LC50 de D-SCAKG, M-SCAKG, AKG y ácido butírico. 
* IC50 (concentración que inhibe el 50% de viabilidad celular), GI50 (concentración que inhibe el 50% 
de crecimiento), TGI (concentración que inhibe el total de crecimiento) y LC50 (concentración que 
produce el 50% de muerte celular). 
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De la misma manera que se hizo para la evaluación de la actividad 
antiproliferativa de cada uno de los componentes lipídicos por separado, los 
valores  IC50,  GI50,  TGI y  LC50 del D-SCAKG sin digerir y digerido se detallan en 
la Tabla 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Efecto antiproliferativo del D-SCAKG digerido  y sin digerir 
Tabla 3: Parámetros de IC50, GI50, TGI y LC50 de D-SCAKG digerido y sin digerir 
Nota:“D-SCAKG equivalent” son equivalentes molares de D-SCAKG estimados a partir de la 
composición de la mezcla de productos de digestión 
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Finalmente, se llevó a cabo un estudio comparativo sobre el efecto de 
interacción entre los distintos productos liberados de la hidrólisis del D-SCAKG 
que presentaron un alto efecto antiproliferativo en los ensayos anteriores (M-
SCAKG y AKG), y se excluyeron por tanto el ácido butírico y el D-SCAKG por su bajo 
efecto antiproliferativo. Se añadieron los productos en las proporción en las que se 
encontraban en el medio de digestión después de la hidrólisis del D-SCAKG y se 
vehiculizaron a través de micelas.  Como se puede observar en la figura 10, la 
combinación de M-SCAKG y AKG mostró los mismos resultados que la combinación 
completa de todos los productos de la digestión. Este resultado podría sugerir que 
los productos bioactivos de la digestión del D-SCAKG serían sus productos 
mayoritarios de hidrólisis, M-SCAKG y AKG.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Comparación de efecto antiproliferativo de los productos liberados de la hidrólisis del D-
SCAKG, incluyendo y excluyendo al ácido butírico. 
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3.5. CONCLUSIONES 
Se desarrolló un modelo de digestión intestinal in vitro que reprodujo 
resultados fisiológicos comparables a los descritos in vivo para el caso particular de 
lípidos habituales de la dieta en forma de TG. 
La aplicación del modelo de digestión in vitro desarrollado en la evaluación 
del D-SCAKG permitió concluir que este podría ser propuesto como un potencial 
vehículo de ácido butírico, debido a que su hidrólisis a nivel intestinal liberaría una 
forma esterificada estable de ácido butírico en forma de M-SCAKG; al contrario que 
su análogo, en forma de TG, la TB, el cual es completamente hidrolizado a ácido 
butírico. Adicionalmente, dicho vehículo lipídico, así como su producto mayoritario 
de digestión, combinarían en una misma molécula dos potenciales componentes 
bioactivos, por un lado el alquilglicerol y por el otro lado el ácido butírico.  
Además, los productos de la hidrólisis del D-SCAKG serían potencialmente 
bioaccesibles, especialmente en coexistencia con otros lípidos de la dieta 
habituales. 
Por otro lado, es importante señalar que el D-SCAKG pareció ser un lípido 
antitumoral de gran interés, mostrando una buena actividad antiproliferativa en 
células intestinales, pero sólo después de su digestión intestinal, de su 
solubilización en micelas mixtas, y como consecuencia del efecto fundamental de 
los dos productos mayoritarios de la digestión, el M-SCAKG y el AKG.  
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CAPÍTULO IV: “APLICACIÓN DE UN MODELO DE 
DIGESTIÓN INTESTINAL IN VITRO DE 
ACILGLICEROLES EN EL ESTUDIO COMPARATIVO 
DE ACEITES RICOS EN 1,3-DIGLICÉRIDOS, 1-
MONOGLICÉRIDOS O SUS MEZCLAS.” 
Publicado en: Food Research International, 64, 603-609. 2014 
 
4.1. INTRODUCCIÓN 
Tal y como se comentó en el Capítulo I, en los últimos años se está prestando 
especial interés a formas lipídicas de la familia de los glicéridos parciales, 
principalmente DG y MG, debido a diversas razones (1- 3) entre las cuales destaca 
la función tecnológica que presentan estos compuestos lipídicos, relacionada con 
su naturaleza anfifílica y con sus propiedades surfactantes.  
Uno de los usos más reciente que se ha visto que presentan algunos 
glicéridos parciales es su capacidad para dar lugar a vehículos lipídicos capaces de 
transportar de manera física (en forma de emulsiones, microemulsiones, 
nanoemulsiones) tanto fármacos como compuestos bioactivos de poca solubilidad, 
facilitando su bioaccesibilidad a nivel intestinal, protegiéndolos de la degradación 
gastrointestinal que sufren tras su ingesta y ayudando así a la mejora de su efecto 
bioactivo (4). Otra característica de especial interés, y que es importante 
mencionar sobre los glicéridos parciales, es su importancia como potenciales 
precusores en la producción de diversos lípidos estructurados (2, 5).  
Además de todas las características anteriormente mencionadas, uno de los 
principales motivos por los cuáles los glicéridos parciales están mostrando un 
especial interés en los últimos años es la propia bioactividad que presentan 
algunas formas específicas, concretamente las formas lipídicas 1,3-DG y 1(3)-MG 
con función hipocalórica (6- 12). 
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Aunque el efecto bioactivo de estos productos no está claramente 
establecido, la principal hipótesis que se ha utilizado estaría relacionada con el 
metabolismo de estos glicéridos parciales en los enterocitos diferente al de TG 
habituales. Los productos lipídicos habituales de la digestión de TG (FFA y 2-MG) 
son absorbidos por los enterocitos, y una vez que se encuentran dentro de los 
mismos, son re-esterificados en forma de TG a través de la vía del 2-MG, catalizada 
por la 2-MG aciltransferasa específica. El nuevo TG re-esterificado será incluido en 
quilomicrones para su transporte sistémico por el organismo (figura 1). Por el 
contrario, en la hidrólisis intestinal de las formas 1,3-DG por la lipasa pancreática 
sn-1(3) específica se liberan FFA, 1(3)-MG o glicerol si la hidrólisis es completa. En 
el interior de los enterocitos, el 1(3)-MG o el glicerol no serán fácilmente 
reconocidos como sustratos por la aciltransferasa, por lo que se desviarán por una 
ruta metabólica alternativa, la ruta de la glicerol-3-fosfato, la cual es menos 
eficiente a la hora de re-esterificar TG (figura 1) (13), lo que dará lugar a la 
formación de un menor número de quilomicrones, acompañados de un aumento de 
la β-oxidación de los FA (7, 9, 11, 14- 17). 
Figura 1. Esquema de las rutas metabólicas de 1-MG y 2-MG en el interior de los enterocitos (13) 
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En relación a la forma específica 1(3)-MG, además de la peculiaridad sobre su 
metabolismo intestinal, se han descrito otras bioactividades de interés para esta 
forma lipídica como son, actividad antimicrobiana (18), actividad antioxidante y 
actividad anti-aterosclerótica (19). Además, se ha observado que el MG es un 
potencial inhibidor del incremento post-pandrial de la insulina en sangre en 
ratones (20).  
Por tanto, debido a todas estas características, los glicéridos parciales como 
el 1,3-DG o el 1(3)-MG podrían presentar un gran interés en el diseño de 
formulaciones alimentarias, gracias a la doble ventaja de vehicular físicamente 
compuestos bioactivos, aportando a su vez al propio vehículo glicérido su 
bioactividad.  
De acuerdo con el importante papel que desempeñan los glicéridos parciales 
en la formación de emulsiones de los lípidos a nivel intestinal, al igual que el 
importante papel de su bioactividad a nivel del metabolismo intestinal, resulta 
relevante conocer en detalle el proceso de digestión de estos componentes 
lipídicos. Sin embargo, conviene señalar que el proceso de digestión de los 
glicéridos parciales ha sido descrito en menor detalle que el de los lípidos 
habituales en forma de TG (11, 21, 22). En concreto, existe escasa información 
sobre la relación 1-MG/2-MG obtenida después de la digestión de los glicéridos 
parciales o de sus mezclas. Sin embargo, este aspecto podría ser un parámetro de 
especial interés, ya que teniendo en cuenta el mecanismo hipocalórico descrito, 
podría resultar relevante buscar aquellas estrategias que permitan no sólo una alta 
liberación de 1(3)-MG, sino al mismo tiempo que permitan la menor producción de 
2-MG posible. En este caso, la probabilidad de re-esterificación a TG y de formación 
de quilomicrones podría verse disminuida, debido a que la importancia de la vía 
glicerol-3-fosfato está más relacionada con una producción insuficiente de 2-MG 
que con una producción suficiente de 1-MG (23, 24). 
Por tanto, poder conocer en profundidad la digestión intestinal de los 
glicéridos parciales podría permitir desarrollar estrategias eficientes para la 
formulación de ingredientes en relación a la funcionalidad deseada, bien sea 
aprovechar la bioactividad hipocalórica de los propios lípidos, o bien sea para su 
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uso en la formulación de sistemas de vehiculización de lípidos. En este sentido, el 
conocimiento del comportamiento durante la digestión de mezclas de DG:MG 
podría ser además otra alternativa de especial interés desde el punto de vista 
económico, ya que la producción de aceites ricos en 1(3)-MG o 1,3-DG de elevada 
pureza es un proceso costoso, siendo más simple y económica la obtención de 
mezclas de glicéridos parciales. 
El estudio del proceso de digestión de glicéridos parciales mediante modelos 
in vitro podría ayudar a conocer los aspectos de interés planteados. Sin embargo, 
es importante destacar que en los modelos de digestión in vitro puede tener lugar 
el fenómeno de acil-migración bajo determinadas condiciones del proceso si estas 
no están adecuadamente controladas, lo cual podría dar lugar a resultados no 
fisiológicos del proceso de digestión de los lípidos. En concreto, en el caso 
particular de estudios de digestión in vitro de glicéridos parciales, el control de 
fenómenos de acil-migración debería ser fundamental, especialmente cuando se 
trate de estudiar la generación de especies como 1-MG o 2-MG tras la digestión.  
 
4.2. OBJETIVOS 
A. Proceso de digestión intestinal de TG, DG, MG y mezcla DG:MG 
El primer objetivo de este trabajo fue la realización de un estudio 
comparativo de la digestión intestinal in vitro de diferentes aceites ricos en 
trioleína (TO), 1,3-dioleína (DO), 1-monooleína (MO) y la mezcla de DO:MO, con la 
intención de conocer y evaluar las diferencias en su velocidad y grado de hidrólisis, 
analizar los compuestos lipídicos que se liberan de la hidrólisis de cada uno de los 
productos de partida, y su potencial bioaccesibilidad. Además, se evaluó la 
importancia que tiene el fenómeno de acil-migración durante el proceso de 
digestión de glicéridos parciales bajo condiciones in vitro. 
 
 
 
 ~ 125 ~ 
 
CAPÍTULO IV 
AGRA 
 
B. Aplicación del modelo de digestión intestinal in vitro en la selección de 
glicéridos parciales según la finalidad deseada.  
El segundo objetivo que se planteó en el presente trabajo fue la aplicación del 
modelo de digestión en la evaluación y selección de glicéridos parciales como 
fórmulas lipídicas según la finalidad deseada, es decir, bien la selección de 
glicéridos parciales como agentes hipocalóricos u otras bioactividades, bien la 
selección de glicéridos parciales como vehículos lipídicos autoemulsionables , o 
bien la selección de glicéridos parciales o sus mezclas que combinen ambas 
finalidades.  
 
4.3. MATERIAL Y MÉTODOS  
Muestras lipídicas y reactivos 
Las muestras lipídicas utilizadas fueron aceite rico en TG (TO), aceite 
concentrado de 1,3-DG (DO) y aceite concentrado de 1-MG (MO). Como aceite rico 
en TO se utilizó aceite de oliva comercial. Los aceites concentrados de DO y de MO 
se obtuvieron a través de un proceso de destilación molecular, llevado a cabo 
previamente por miembros del grupo de investigación IAF-UAM a partir de una 
mezcla comercial de glicéridos (MO, DO y TO) procedente de Sigma-Aldrich GmbH 
(Steinheim, Alemania) (25).  
Los reactivos utilizados a lo largo del estudio fueron los mismos descritos en 
el Capítulo III.  
El perfil de FA y la composición lipídica de cada una de las muestras de 
estudio se detallan en la Tabla 1. 
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 TO DO MO DO:MO 
Lípidos (g/100 g)  
Triacilgliceroles 96.1 9.3 0.5 3.9 
1,3-Diacilgliceroles 0.9 58.2 4.7 29.8 
1,2-Diacilgliceroles n.d. 30.3 1.0 14.0 
1-Monoacilgliceroles 0.6 2.2 93.9 52.2 
2-Monoacilgliceroles n.d. n.d. n.d. n.d. 
Ácidos grasos n.d. n.d. n.d. n.d. 
Ácidos grasos (g/100 g)  
C14:0 n.d. 2.3 2.3 2.3 
C16:0 10.4 4.0 4.0 4.0 
C16:1 0.9 6.1 6.1 6.1 
C18:0 3.7 1.6 1.6 1.6 
C18:1 79.1 80.5 80.5 80.5 
C18:2 4.5 4.4 4.4 4.4 
C18:3 0.3 0.5 0.5 0.5 
C20:1 1.0 0.5 0.5 0.5 
*n.d (no detectado)     
 
 
Modelo de digestión in vitro 
El modelo de digestión intestinal in vitro utilizado en el presente capítulo se 
basó en el modelo utilizado en el Capítulo III de la presente Tesis, con ligeras 
modificaciones que serán explicadas posteriormente en el Capítulo VII de 
“Discusión Conjunta”. En concreto, el modelo de digestión consistió en las 
siguientes etapas:  
Tabla1. Perfil lipídico y de FA de las muestras de estudio, TO, DO, MO y mezcla de DO:MO  
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 Pre-emulsión de lípidos de la dieta. Se mezclaron 0,5 g de muestra de TO 
con 17 mL de Tampón Trizma-Maleico 0,1 M a pH 7,5. Para las digestiones 
de DO, MO y DO:MO (1:1, w/w) se utilizaron los mismos moles equivalentes 
de FA que los utilizados para la digestión de la TO. La mezcla se 
homogeneizó durante 2 min a 3500 rpm (Ultra-Turrax IKA T18). 
 Simulación de secreción biliar. Se mezclaron 0,1 g de lecitina, 0,25 g de SB, 
0,02 g de Cho, 0,5 mL de una solución de CaCl2 325 mM, 1,5 mL de una 
solución de NaCl 3,25 mM y 10 mL de tampón Trizma-Maleico. Se 
homogeneizó durante 2 min a 3500 rpm (Ultra-Turrax IKA T18). 
 Se mezclaron ambas fracciones para ser homogeneizadas durante 2 min a 
3500 rpm (Ultra-Turrax IKA T18) y obtener así el medio intestinal de la 
digestión in vitro. 
 Todo el medio completo fue llevado a un vaso termostatizado a 37ºC y 
agitación magnética continua a 1000 rpm. 
 La simulación de la digestión intestinal comenzó con la adición de un 
extracto fresco de pancreatina  que se preparó con 0,5 g de pancreatina 
disuelto en 3 mL de tampón Trizma-Maleato a pH 7,5, posteriormente 
agitado durante 10 min y centrifugado a 1600 x g a 5ºC durante 15 min. El 
sobrenadante acuoso obtenido se adicionó al medio de reacción y el 
precipitado obtenido fue descartado.  
 
Para poder estudiar la evolución de la digestión en el tiempo, así como evaluar 
el punto final de la digestión, se tomaron alícuotas del medio de reacción a 0, 5, 10, 
30 y 60 min.  
Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado. 
Separación de fases  
Al final de la digestión, se llevó a cabo la separación de las fases MP, OP y PP 
del medio de digestión, siguiendo el mismo procedimiento descrito en el capítulo 
III.  
En el caso de la MP, además, se tomaron alícuotas para llevar a cabo una 
cuantificación de las estructuras micelares que se formaron durante la digestión, 
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utilizando un microscopio de haz de luz y una placa de Neubauer (Brand, 
Alemania) (26). 
Extracción lipídica 
Los lípidos totales de las alícuotas tomadas a diferentes tiempos, así como de 
las distintas fases del medio de digestión fueron extraídos con n-hexano: metil-ter-
butil-eter (50:50, v/v) en una relación de 3:1 (v/v) de disolvente con respecto a la 
muestra. La mezcla fue agitada en vortex durante 1 min y posteriormente 
centrifugada durante 10 min a 13500 rpm. Se recuperó la fase superior orgánica y 
se llevo a cabo una segunda extracción con cloroformo: metanol (2:1, v/v) en una 
relación de 3:1 (v/v) de disolvente con respecto a la muestra. Las dos fracciones 
orgánicas obtenidas se juntaron y se secaron con sulfato sódico anhidro antes de 
ser analizadas. 
 
Análisis de los productos lipídicos 
La determinación de lípidos neutros (TO, 1,3-DO, 1,2-DO, 1(3)-MO, 2-MO y 
FFA) fue llevada a cabo mediante cromatografía líquida (HPLC), según el método 
de análisis previamente optimizado por miembros del grupo de investigación IAF-
UAM (27) y utilizando una columna Agilent poroshell 120 de 2,7 µm, 100 x 4,6 mm 
acoplada a un HPLC Agilent 1200 Series (Avonsale, PA). El equipo presentaba un 
compartimento termostatizado para la columna (35ºC), con una bomba 
cuaternaria, un auto-inyector, un desgasificador y un detector evaporativo de 
dispersión de luz (ELSD). Las condiciones del ELSD utilizadas fueron 3,5 bares de 
presión y 35ºC de Tª. Se utilizó una válvula split antes de la columna y solamente el 
50% de la fase móvil llegaba al detector. El gradiente de fases móviles que se 
utilizó en la separación analítica de los compuestos, fue descrito previamente por 
miembros del grupo de investigación IAF–UAM (27). Con la idea de minimizar el 
error de la identificación y la cuantificación llevada a cabo, para cada bloque de 
muestras inyectadas, se utilizaron curvas de calibrado construidas con patrones 
comerciales puros de cada uno de los compuestos que se pretendían analizar.  
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Análisis estadístico 
El análisis estadístico del presente trabajo se llevó a cabo con el modelo lineal 
general del programa SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) mediante el análisis 
de la varianza. Se consideraron diferencias significativas para valores p ≤ 0.05. Se 
realizó el test Post-hoc Tukey para establecer diferencias significativas entre los 
valores medios de grado de hidrólisis de las muestras lipídicas estudiadas. Se 
utilizó el test de correlación de Pearson para estudiar la relación entre el grado de 
lipólisis y la formación de estructuras micelares y el nivel de MG. 
 
4.4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.4.1. Importancia del fenómeno de acil-migración en modelos de 
digestión intestinal in vitro 
Cuando se llevan a cabo modelos de simulación de la digestión in vitro, uno 
de los parámetros importantes a tener en cuenta suele ser el mantenimiento del 
pH del medio de digestión a niveles fisiológicos, con el fin de representar una 
situación lo más próxima a la real, y a su vez adecuar la actividad de las enzimas 
digestivas al pH habitual del tracto digestivo. En este sentido, el uso de diferentes 
herramientas para mantener el pH a niveles fisiológicos durante el proceso de 
digestión intestinal in vitro, se encuentran frecuentemente descritas en la 
bibliografía (28). La metodología más habitual consiste en la adición continua y 
progresiva de soluciones básicas (NaOH o KOH) al medio de digestión a medida 
que se va produciendo una acidificación del medio por la liberación de FFA 
derivados de la hidrólisis enzimática. De este modo, se trata de mantener el pH del 
medio en valores constantes. Estas herramientas, además, permiten evaluar la 
evolución de la digestión a lo largo del tiempo ya que la cantidad de solución básica 
que se utiliza en la neutralización de FFA permite calcular el grado de hidrólisis de 
la reacción.  
Sin embargo, en relación al mantenimiento de pH mediante soluciones 
básicas como las mencionadas, es importante comentar la relevancia que tiene el 
fenómeno de acil-migración.  En concreto, la migración de posición de ácidos 
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grasos de la posición sn-2 a sn-1(3) se ve favorecida en algunos lípidos bajo 
determinadas condiciones, como la exposición prolongada a medios básicos o 
ácidos en combinación con temperatura.  Para demostrar este efecto, en la figura 2 
se detallan los resultados observados en la evolución del producto 2-MG cuando se 
llevó a cabo el mantenimiento del pH del medio durante la digestión de TO 
mediante el empleo de una solución de NaOH. Los resultados indicaron que el nivel 
inicial de 2-MG aumentaba durante la digestión intestinal hasta el minuto 10, sin 
embargo, a partir de este tiempo comenzaba a disminuir progresivamente hasta 
niveles minoritarios. Este resultado sólo podría explicarse por el fenómeno de acil-
migración de 2-MG a 1-MG, que provocaría la hidrólisis del 1-MG por parte de la 
lipasa pancreática sn-1(3) específica, hasta niveles de MG no fisiológicos (29). 
Sin embargo, cuando no se llevaba a cabo el mantenimiento del pH del medio 
de digestión con adición de una solución de NaOH, los niveles de 2-MG que se 
liberaban hasta el minuto 10 eran superiores que en presencia de NaOH, y además, 
no disminuían a tiempos mayores de la digestión (figura 2). Estos niveles finales de 
2-MG fueron más similares a los obtenidos in vivo (29).  
Por tanto, estos resultados indicaron la importancia de evitar y controlar las 
reacciones de acil-migración durante el proceso de digestión intestinal in vitro de 
lípidos en general. Pero este aspecto resulta especialmente relevante en el caso de 
tratar de simular el proceso de digestión de glicéridos parciales como 1,3-DG, 1,2-
DG, 1-MG o 2-MG, debido al interés en poder evaluar la proporción de 1-MG/2-MG  
que se obtendría tras el proceso de digestión. Por tanto, en el caso particular de 
estudios con glicéridos parciales, cualquier artefacto del medio de digestión in 
vitro que pudiera dar lugar a una acil-migración no fisiológica, podría conducir a 
resultados y conclusiones erróneas, tal y como se ha evidenciado en la figura 2. 
 
 
 
 ~ 131 ~ 
 
CAPÍTULO IV 
AGRA 
 
 
 
 
Finalmente, y en relación a los resultados observados en este apartado, se 
decidió eliminar la adición de una solución alcalina al medio de digestión, y en su 
lugar, para mantener el pH en un rango óptimo y fisiológico de actividad de la 
lipasa pancreática, se aumentó la fuerza iónica del tampón. Mediante esta 
herramienta, el pH variaba durante la digestión entre 7,2 al inicio de la digestión, 
hasta 6,5 al final de la misma. Este rango se consideró fisiológico y además, los 
niveles de 2-MG siguieron manteniéndose a niveles fisiológicos similares a los 
mostrados en la figura 2. Hay que señalar que esta modificación del modelo de 
digestión se aplicó tanto en el estudio del presente capítulo, así como en el modelo 
modificado descrito en el Capítulo III y en el resto de modelos de la presente Tesis. 
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Figura 2. Liberación de 2-MG durante la digestión intestinal in vitro de TO en presencia y 
ausencia de valoración con  NaOH 
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4.4.2. Digestión intestinal in vitro de Trioleína, Dioleína, Monoleína y 
mezcla Dioleína:Monoleína  
Se aplicó el modelo de digestión in vitro en la evaluación de la velocidad y el 
grado de la hidrólisis de cada uno de los productos de estudio, TO, DO, MO y 
DO:MO. En la figura 3 se representa la evolución en el tiempo de los productos de 
digestión de cada una de las muestras, donde se observó una disminución 
progresiva del sustrato inicial y un incremento de los productos lipídicos que se 
liberan durante la hidrólisis, observándose en todos los casos que el producto final 
mayoritario era el FFA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es importante destacar que todas las muestras siguieron un comportamiento 
general similar, aunque se observaron diferencias de interés entre las mismas. 
Tomando como dato comparativo entre las muestras los FA liberados, la velocidad 
Figura 3. Evolución en el tiempo de los productos de digestión de A) TO, B) DO, C) MO y D) DO:MO 
A) B) 
C) D) 
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de la digestión intestinal in vitro de cada una de las muestras del estudio presentó 
el siguiente orden, de menor a mayor velocidad: TO < DO < DO:MO < MO. En 
general, este resultado fue razonable, ya que una menor esterificación de los 
glicéridos suele llevar a una mayor velocidad y grado de hidrólisis por parte de la 
lipasa pancreática, debido a una mejor dispersión de los lípidos en el medio 
intestinal por su mayor carácter anfifílico y capacidad emulsionante, lo que 
provocará un acceso más efectivo de la enzima al sustrato lipídico (30).  
En cuanto a los resultados observados para la forma bioactiva de interés, 1,3-
DG, estos fueron similares a los descritos por otros autores en trabajos anteriores, 
como el de Murase et al (11), llevado a cabo en ratas después de una infusión de 
1,3-DO en el yeyuno. Estos autores observaron una mayor hidrólisis tras la 
infusión intestinal del producto con DG que tras la infusión intestinal del producto 
con TO. Por otro lado,  en el trabajo de Kondo et al (21) también se observó una 
mayor digestión de 1,3-DO con respecto a TO después de 10 min de llevar a cabo 
una infusión duodenal en ratas. Por otra parte, después de alimentar a ratas con 
dietas ricas en DG, Osaki et al (22) también pudieron observar una mayor 
hidrólisis del DG en comparación con el TG. 
Es importante señalar que, de acuerdo con Carriere et al (31), en el caso de 
estudios de digestión lipídica, la hidrólisis de los lípidos debería expresarse en 
base al valor de “fracción absorbible”, siendo esta la suma total de FFA y MG que se 
produce después de la digestión. Esto es así, porque las últimas formas lipídicas 
consideradas absorbibles (formas finales bioaccesibles) son FFA y MG, debido a 
que son las formas lipídicas a las que deben de llegar los lípidos tras la digestión 
para poder ser absorbidos a nivel intestinal. La evaluación de este parámetro 
permitió conocer qué sustratos de los glicéridos parciales de estudio se 
encontraban en una forma absorbible al inicio de la digestión, y por tanto podrían 
ser presumiblemente absorbidos por los enterocitos directamente, sin necesitar 
una hidrólisis previa por parte de la lipasa pancreática.  
De acuerdo con todo ello, y examinando la figura 4, se observó que las 
muestras TO y DO producen la mayor fracción lipídica absorbible sólo después de 
los 60 min de digestión, en comparación con la fracción absorbible al inicio de la 
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digestión, mientras que la muestra MO se encontraba prácticamente como fracción  
absorbible desde el inicio de la digestión. 
 
 
Teniendo en cuenta este resultado, se podría considerar que la muestra en 
forma de MO podría ser directamente absorbida sin necesidad de una hidrólisis 
enzimática previa. Sin embargo, de acuerdo con el grado de digestión tan marcado 
que se observó ya en los primeros minutos de la digestión de esta muestra (figura 
3), se puede pensar que parecería más probable que se de gran parte de su 
hidrólisis a FFA antes de su absorción.  
En el caso de la mezcla DO:MO es interesante remarcar que alrededor de la 
mitad del producto de partida se encontraba en forma de fracción absorbible al 
inicio de la digestión (figura 4). Este producto fue eficientemente transformado a 
fracción absorbible tras 60 min de digestión (figura 3 y 4). De hecho, es de destacar 
que el grado de hidrólisis alcanzado para la muestra DO:MO fue igual al de la 
muestra de MO, y significativamente diferente al de la muestra de DO (figura 3). 
Por tanto, un producto en forma de mezcla de glicéridos parciales DO:MO, en vez 
Figura 4. Productos lipídicos absorbibles antes y después de la digestión de TO, DO, MO y DO:MO 
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de dar lugar a un resultado intermedio entre los de las muestras de DO o MO, dió 
lugar a una composición lipídica final después de la digestión más parecida a la de 
un producto en forma concentrada de MO, y más alejada del comportamiento de 
un producto en forma concentrada de DO. Este resultado se podría explicar debido 
a una mejora de la dispersión de los DG en el medio acuoso de digestión cuando se 
encuentran mezclados con MG, gracias al aumento de la capacidad hidrosoluble de 
la mezcla, relacionada con la capacidad emulgente de los MG, lo cual podría 
favorecer la hidrólisis total del DG en comparación con un concentrado de DG.  
Las diferencias observadas se podrían también explicar en base a la teoría 
descrita por Reis et al (32). Estos autores describen que el 2-MG podría tener un 
cierto control sobre la hidrólisis de los glicéridos, a diferencia del 1-MG. De 
acuerdo con los resultados que estos autores indican, el 2-MG liberado de la 
hidrólisis lipídica tiende a acumularse en la interfase aceite-agua, disminuyendo la 
accesibilidad de la enzima al resto de sustratos lipídicos, e incluso desplazándola 
de la interfase. Por el contrario, en el caso del 1-MG, aunque también se puede 
acumular en la interfase a medida que se libera, este es fácilmente hidrolizado por 
la lipasa sn-1(3) específica, no interfiriendo en el acceso de la enzima a los demás 
glicéridos. En el presente trabajo se intentó evaluar esta hipótesis sobre la relación 
entre la cantidad de 1-MG y 2-MG producida tras la digestión y el grado de 
hidrólisis que tiene lugar. Así, como se puede observar en la figura 5, existió una 
correlación entre la hidrólisis alcanzada y la cantidad de MG liberado a los 10 min 
de la digestión en todas las muestras de estudio (r = 0.995).  
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4.4.3. Bioaccesibilidad de  Trioleína, Dioleína, Monoleína y mezcla 
Dioleína:Monoleína  
De acuerdo con los resultados representados en la figura 6, la mayoría de los 
productos liberados de la hidrólisis después de la digestión se encontraban 
distribuidos en la MP, lo que indicó una elevada bioaccesibilidad de los productos. 
No obstante, se observaron algunas diferencias entre las distintas muestras de 
estudio. Así, la menor cantidad de productos lipídicos en la MP se encontró en la 
muestra TO, donde el 75 % de los lípidos totales se encontraban en esta MP, 
mientras que cerca de un 20 % del total de los lípidos se encontraban en la OP, 
quedando una fracción minoritaria en la PP. Por el contrario, más del 95% de los 
productos lipídicos de las muestras DO, MO y DO:MO se encontraban en la fase 
bioaccesible (MP) (figura 6). 
 
Figura 5. Hidrólisis vs proporción de 1-MG o 2-MG con respecto del total de MG a los 10 min de la 
digestión intestinal in vitro  
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Como se ha indicado anteriormente, los lípidos con carácter emulgente, como 
son DG y MG, se dispersan más fácilmente al inicio de la digestión que los TG, lo 
cual puede favorecer tanto una mejor hidrólisis, así como una mayor formación de 
estructuras micelares, donde se pueden incluir más fácilmente  los productos de la 
hidrólisis mayoritarios, FFA y MG (33). De hecho, tras llevar a cabo el recuento de 
estructuras micelares de la MP, se pudo comprobar que se formó un mayor 
número de estructuras micelares  tras la digestión de la muestra de MO, seguida de 
la muestra de DO:MO y de la DO, estando este orden de acuerdo con el mismo 
orden observado respecto al grado de hidrólisis (figura 7). 
Por lo tanto, en el presente estudio se observó que, tanto las muestras DO, 
como MO y su mezcla DO:MO, son lípidos con una elevada y similar 
bioaccesibilidad. Ademas, teniendo en cuenta la mejor capacidad de dispersión y 
formación de estructuras micelares, las muestras de MO y DO:MO podrían ser 
utilizadas en la formulación de sistemas de vehiculización de ingredientes 
bioactivos, a los que podrían aportar su propia bioactividad y la de los productos 
de su hidrólisis.  
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Figura 6. Distribución del total de los productos lipídicos entre las diferentes fases del medio, MP, OP 
y PP después de 60 min de digestión intestinal in vitro  
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4.4.4. Selección de glicéridos parciales en función de los productos 1-
Monoglicérido o 2-Monoglicérido.  
En cuanto al efecto hipocalórico de las formas 1,3-DG y 1(3)-MG, hay que 
señalar que una gran mayoría de los aceites ricos en 1,3-DG que se han descrito en 
la bibliografía tienen a su vez mucha cantidad de 1,2-DG, el cual producirá una 
elevada cantidad de 2-MG tras la digestión intestinal, cantidad que seguirá siendo 
metabolizada por la vía de la 2-MG aciltransferasa (34). Por tanto, en el presente 
trabajo se consideró interesante conseguir estrategias que permitan liberar, 
durante la digestión de los sustratos, no sólo elevados niveles de 1(3)-MG, sino al 
mismo tiempo niveles de 2-MG lo más bajos posibles. En este sentido, tal y como se 
ha observado en los apartados anteriores, preparaciones alternativas en forma de 
mezclas de 1,3-DG y 1(3)-MG podrían ser de interés. Por otro lado, en cuanto al 
efecto que tienen los glicéridos parciales como vehiculos de fármacos o moléculas 
bioactivas por sus propiedades autoemulsionables, las mezclas de 1,3-DG y 1(3)-
MG podrían ser de interés adicional, pues combinarían en la misma formulación 
tanto su capacidad anfifílica como sus propiedades bioactivas.  
Figura 7. Correlación entre el número de micelas y el grado de hidrólisis para cada una de las muestras 
de estudio  
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La aplicación del modelo de digestión intestinal in vitro permitió estudiar en 
detalle el nivel de producción de 1-MG y de 2-MG a partir de las muestras DO, MO y 
en la mezcla de DO:MO, y su comparativa con un control en forma de TG (TO). De 
este modo, se pretendió establecer las bases para facilitar la selección de aquellas 
preparaciones lipídicas más idóneas en función del efecto de interés deseado, es 
decir, bien el efecto hipocalórico bioactivo, o bien, simplemente los vehículos 
lipídicos potencialmente mejores, independientemente del efecto bioactivo. 
En la figura 8 se representan los niveles de 1-MG y 2-MG liberados durante la 
digestión in vitro de TO, DO, MO y la mezcla DO:MO. En el caso de la muestra de 
referencia del estudio, TO, principalmente se liberó 2-MG con respecto a 1-MG, en 
una relación 5:1 (p/p). A partir de estos datos obtenidos, se hizo una estimación 
teórica de cuál sería el grado de re-esterificación posible por la vía de la 2-MG 
aciltransferasa a partir de los niveles de 2-MG generados. Para obtener este dato se 
estimaron los moles de 2-MG que se podrían re-esterificar en forma de TG después 
de la digestión, teniendo en cuenta que cada mol de 2-MG daría lugar a un mol de 
TG en el enterocito. Como resultado de este cálculo se observó que, del total de TO 
digerida (0.56 mmol), se podrían re-esterificar 0.23 mmol de TG después de los 60 
min de digestión. Este dato se tomó como referencia a la hora de interpretar la 
magnitud de los resultados para las muestras de DO, MO o DO:MO. 
Observando los resultados de la digestión de DO, se vio que la relación que se 
liberó de 2-MG frente a 1-MG era de 1:1 (p/p). Esto fue debido a la elevada 
cantidad de 1,3-DG de partida de los aceites ricos en DG (tabla 1), de los cuáles el 
mayor producto de la hidrólisis era el 1(3)-MG, existiendo por tanto una menor 
posibilidad de liberación de formas 2-MG. Realizando la estimación de la 
probabilidad de re-esterificación del 2-MG que se liberó de la digestión de DO, 
solamente 0.14 mmol de TG podrían ser re-esterificado por la vía de la 2-MG 
aciltransferasa. Este valor supone una reducción del 40% de TG re-esterificable 
por la vía del 2-MG con respecto a la cantidad de re-esterificación estimada para la 
muestra control TO.  
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Es importante señalar que la menor cantidad de 2-MG se alcanzó en la 
digestión de la muestra de MO (figura 8), donde la relación de 2-MG frente a 1-MG 
fue de 1:5 (p/p). En este caso, solamente 0.02 mmol de TG podrían ser re-
esterificados a partir del 2-MG por la vía de la aciltransferasa.  
Teniendo en cuenta los resultados observados para las muestras de DO y de 
MO, es decir, tanto la elevada cantidad que se liberó de 1-MG a partir de la DO y de 
la MO, así como la pequeña cantidad que se produce de 2-MG a partir de la MO, el 
estudio de una mezcla lipídica de DO y MO fue considerado de especial interés, ya 
que combinaría ambos resultados, intentando así aprovechar las ventajas de 
ambos productos. De acuerdo con la figura 8, los resultados de la liberación de 1-
MG y 2-MG de la mezcla de DO:MO mostraron una elevada cantidad de 1-MG al 
final de la hidrólisis junto con un bajo nivel de 2-MG, obteniéndose una relación de 
4,5:1 (p/p).  En este caso, el nivel elevado de 1(3)-MG podría ser debido a la 
posibilidad de que se vea favorecida la hidrólisis de la fracción de la DO gracias a la 
presencia de la MO, como ya se explicó anteriormente. En este caso, la potencial re-
Figura 8. Niveles de 1-MG y 2-MG liberados tras la digestión intestinal in vitro de TO, DO, MO y la 
mezcla DO:MO 
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esterificación de TG estimada en el enterocito de la mezcla de DO:MO produciría 
únicamente 0.03 mmol, lo que equivaldría a una reducción del 87% de re-
esterificación con respecto a la observada en la hidrólisis de la TO.  
Por lo tanto, comparando todos los resultados obtenidos en relación a la 
proporción 1-MG/2-MG producida durante la digestión de cada una de las 
muestras de estudio, se observó que la MO junto con la mezcla de DO:MO fueron 
las muestras que mostraron mejores resultados, dando lugar a la menor 
estimación de re-esterificación potencial de TG dentro del enterocito. Este 
resultado indicó que tanto la MO como la mezcla DO:MO podrían ser potenciales 
productos bioactivos atendiendo al mecanismo hipocalórico descrito para las 
formas 1,3-DG y 1(3)-MG. A su vez, se mostró en el apartado anterior que 
igualmente las muestras de MO como de DO:MO presentarían las mejores 
propiedades emulsionantes. Por tanto, en el caso de que el fin buscado fuera la 
combinación de los dos efectos planteados, es decir, un efecto hipocalórico, junto 
con una buena capacidad emulsionante, la mezcla DO:MO sería un producto de 
gran interés, ya que además, la mezcla presentaría una importante ventaja 
económica, al ser su producción menos costosa que la de la DO o la MO puras. 
 
4.5. CONCLUSIONES  
Los resultados obtenidos en el presente trabajo han mostrado que la 
digestión de glicéridos parciales puede llegar a ser diferente en función de la 
estructura de cada glicérido, pudiéndose observar una velocidad y un grado de 
hidrólisis superior a menor grado de esterificación de los glicéridos, aunque 
mostrando una bioaccesibilidad de los productos de la hidrólisis muy similar en 
todos los casos. 
A su vez, se ha mostrado la relevancia que tienen los fenómenos de acil-
migración en modelos de digestión in vitro de lípidos, pudiendo dar lugar a 
resultados no fisiológicos si este tipo de reacciones no son adecuadamente 
controladas. 
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Por otro lado, se ha observado que se podrían alcanzar elevadas 
concentraciones de 1-MG junto con bajos niveles de 2-MG tras el proceso de 
digestión intestinal tanto con mezclas de DO:MO, como con concentrados de MO, y 
de manera más eficaz que con concentrados de DO. Este aspecto mostraría 
evidencias de un potencial efecto hipocalórico para productos menos costosos de 
obtener, como sería una mezcla DO:MO. A su vez, se pudo concluir que una 
formulación a base de mezcla DO:MO uniría todas las propiedades funcionales y/o 
tecnológicas que tienen los glicéridos parciales de manera individual, es decir, no 
sólo efecto hipocalórico, sino a su vez, un buen efecto como vehículo 
autoemulsionable. 
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CAPÍTULO V: “DESARROLLO DE UN MODELO DE 
DIGESTIÓN IN VITRO PARA ÉSTERES DE ESTEROL Y 
SU APLICACIÓN A FITOSTEROLES ESTERIFICADOS 
CON ÁCIDO LINOLEICO CONJUGADO.” 
Publicado en:  Journal of Agricultural and Food Chemistry, 60, 11323-11330. 2012 
 
5.1. INTRODUCCIÓN 
Los primeros estudios en los cuales se comenzó a incluir PS en matrices 
alimentarias como ingrediente hipocolesterolémico eran llevados a cabo con 
formas libres de estas moléculas (1), sin embargo, la poca solubilidad de los PS 
libres hacía necesario el uso de elevadas dosis de los mismos para conseguir un 
efecto significativo. Este inconveniente se resolvió mejorando la solubilidad de 
estas moléculas mediante preparaciones obtenidas con diversas estrategias, 
destacando la esterificación de PS con FA como la estrategia de solubilización más 
comúnmente utilizada en la preparación de alimentos y suplementos dietéticos 
enriquecidos en PS. Además de mejorar la solubilidad, el balance 
lipofílico/hidrofílico y la inclusión de PS dentro de un alimento, la esterificación de 
PS es hoy en día una manera muy interesante de producir potenciales sistemas de 
administración de los PS y de los compuestos que llevan esterificados (1). Esto es 
debido a que la propia molécula esterificada puede ser un compuesto bioactivo por 
sí mismo, independientemente de que vaya unida a un PS (1). Así, en la bibliografía 
existen diferentes ejemplos de PS esterificados con compuestos bioactivos, como 
pueden ser esterificados con PUFAs (2), con MCFA (3), con compuestos fenólicos 
(4) o con vitaminas como el ácido ascórbico (5). 
La formación de PS esterificados con CLA (PS-CLA) por el grupo de 
investigación IAF-UAM (6) se planteó igualmente con la triple finalidad de 1) 
modificación del balance hidrofílico/lipofílico del PS por su conversión en éster de 
esterol; 2) vehiculización del CLA esterificado; y 3) combinación de ambos 
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compuestos bioactivos, PS y CLA, en una misma molécula. En el caso particular del 
CLA este aspecto además resultaría de interés porque se ha descrito que la 
palatabilidad del CLA, cuando se administra en forma libre, no suele ser bien 
aceptada, por lo que se suele recomendar esterificarlo a un TG para su 
administración; sin embargo, esta alternativa resulta más costosa que su adición 
en forma libre (7). Los etil ésteres de CLA son otra alternativa de administración 
propuesta, pero se ha visto que parecen ser peores vehículos de CLA que su forma 
libre o esterificada a un TG (7, 8). Por tanto, la esterificación de CLA con PS podría 
ser una propuesta alternativa de interés para la administración de CLA. 
Una de las cuestiones que se plantea en la evaluación de este nuevo lípido 
estructurado sería conocer si la forma esterificada de PS-CLA podría ser capaz de 
mantener de una manera efectiva las propiedades bioactivas, y si podría ser 
reconocida durante la digestión intestinal por las enzimas digestivas, sin verse 
afectada su bioaccesibilidad y bioactividad. En general, la mayoría de PS 
esterificados necesitan ser previamente hidrolizados durante la digestión 
intestinal por la enzima colesterol esterasa para poder ejercer su interacción 
frente a la absorción de Cho. Una vez digerido el PS, los productos liberados de la 
hidrólisis del éster de PS junto con los productos de digestión de otros lípidos de la 
dieta (FFA, MG y esteroles libres, incluyendo PS y Cho) serán solubilizados por las 
micelas mixtas para su transporte hasta el epitelio intestinal (9). Precisamente en 
la solubilización de los esteroles en las estructuras micelares puede tener lugar 
uno de los niveles de competición entre PS y Cho, donde la inclusión preferente de 
PS en estas micelas dificultaría la solubilización de Cho en las mismas para su 
posterior absorción. 
Es importante señalar que el proceso de digestión de los ésteres de PS, su 
velocidad y grado de hidrólisis, así como la cantidad de Cho que serían capaces de 
desplazar, podrían estar determinados por diversos factores, como puede ser la 
diferencia entre las distintas especies químicas de PS, o la distinta naturaleza de 
los FA esterificados (10, 11). Por otro lado, en relación al CLA, se ha visto que su 
bioaccesibilidad y su biodisponibilidad podrían estar determinadas por la forma 
lipídica en la que se administren, como se ha visto con los TG, los etil ésteres o la 
forma libre del FA (7, 8).  
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5.2. OBJETIVOS 
A. Proceso de digestión intestinal de esteroles 
El primer objetivo del presente capítulo fue evaluar la digestión intestinal del 
producto experimental PS-CLA mediante un modelo de digestión intestinal in vitro, 
y su comparativa con un compuesto análogo en forma de PS comercial (PS-C), con 
la intención de evaluar las diferencias entre la velocidad y grado de hidrólisis, los 
productos de la hidrólisis que se liberan durante la reacción y la potencial 
bioaccesibilidad de estos productos lipídicos liberados.  
Para ello, en primer lugar se desarrolló un modelo de digestión intestinal in 
vitro específico para ésteres de PS mediante el  producto PS-C como referencia, con 
el fin de obtener un modelo que reflejara la digestión fisiológica de los compuestos 
lipídicos de estudio.  
B. Aplicación del modelo de digestión intestinal in vitro en la evaluación de la 
bioactividad de PS-CLA 
El segundo objetivo  fue evaluar, utilizando el modelo de digestión intestinal 
in vitro desarrollado, el potencial efecto hipocolesterolémico del PS-CLA sobre el 
Cho a nivel de desplazamiento micelar, comparándolo con el efecto 
hipocolesterolémico del PS-C.  
5.3. MATERIAL Y MÉTODOS  
Muestras lipídicas y reactivos 
Como muestras lipídicas se utilizaron el producto PS-CLA, obtenido por los 
miembros del grupo de investigación IAF-UAM (6) y un PS esterificado comercial 
(PS-C) de grado alimentario (Vegapure, de  Cognis GmbH, Illertissen, Alemania). En 
la tabla 1 se muestra la composición en esteroles y FA esterificados de las muestras 
lipídicas de estudio.  
Los reactivos utilizados a lo largo del estudio fueron los mismos descritos en 
el Capítulo III, además de Cho libre, TO como “lípido de acompañamiento”, y 
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colesterol esterasa, adquiridos a Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, 
Alemania).  
 PS-C PS-CLA 
Composición en esteroles y ésteres de esterol    
Esteroles libres 2.4 7.5 
Esteroles esterificados 97.6 92.5 
Esteroles   
Brassicasterol 2.9 1.2 
Campesterol 15.0 28.7 
Campestanol 0.9 0.0 
Estigmasterol 0.8 25.5 
Sitosterol                          69.5 44.8 
Sitostanol 8.1 0.0 
Otros 2.9 0.0 
Total de PS de cadena lateral saturadaa 93.5 73.5 
Total de PS de cadena lateral insaturadab 3.7 26.7 
FA esterificados   
Ácido Esteárico 
0.0 5.9 
Ácido Oleico 6.6 15.1 
Ácido Linoleico 92.2 71.4 
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 PS-C PS-CLA 
Ácido Linolénico 0.7 5.5 
 Ácido Linolénico  0.7 5.5 
Ácido Behénico 0.5 2.2 
a Campesterol más campestanol más 
sitosterol más sitostanol 
b Brassicasterol más estigmasterol 
  
 
 
Modelo de digestión in vitro 
El modelo de digestión in vitro utilizado en el presente trabajo se basó en el 
modelo previamente desarrollado en el Capítulo III de la presente Tesis, sobre el 
cual se llevaron a cabo las correspondientes modificaciones para tratar de 
reproducir y obtener resultados fisiológicos similares a los que se habían 
observado en la bibliografía para el caso particular de la digestión de ésteres de 
esterol. En concreto, los parámetros que se modificaron consistieron en la adición 
de la enzima responsable de la hidrólisis de ésteres de esterol, colesterol esterasa; 
así como la adición de Cho. Por otro lado, se incluyó un “lípido de 
acompañamiento” en forma de TO simulando la co-ingesta de otros lípidos de la 
dieta junto con los ésteres de fitosterol evaluados. Todas estas modificaciones 
serán desarrolladas con más detalle en el apartado posterior 5.4.1.   
Brevemente, el modelo de digestión in vitro desarrollado para ésteres de 
esterol presentó las siguientes particularidades: 
 Al igual que en el método descrito en el Capítulo III, se adicionó 1 g de 
muestra lipídica, estando compuesta en este caso por 0,5 g de éster de PS 
(PS-C o PS-CLA) y 0,5 g de TO. El nivel de lecitina, sales biliares, sódicas y 
Tabla 1. Composición  en especies de PS y FA del PS-C  y del PS-CLA y PS-CLA (%) 
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cálcicas fue el mismo descrito para el Capítulo III. Se adicionó el Tampón 
Trizma-Maleato (0,1 M) a pH 7,5. 
 En los estudios adicionales de evaluación del efecto hipocolesterólemico de 
los ésteres de PS, se incorporó Cho en forma libre al medio de digestión, 
siendo adicionado en una relación molar 3:1 de éster de esterol:Cho. 
 A diferencia del modelo descrito previamente, la mezcla fue calentada a 
50ºC durante 5 min y posteriormente homogeneizada a la misma Tª (Ultra 
TURRAX IKA T18) durante 25 min a 7000 rpm, con el fin de facilitar la 
dispersión del Cho adicionado. 
 La simulación de la digestión intestinal comenzó con la adición del extracto 
fresco de pancreatina siguiendo el procedimiento habitual ya descrito 
anteriormente. Por otro lado, se adicionaron 2 mL de una solución de 
colesterol esterasa preparada a 2 mg/mL en tampón Trizma-Maleato. 
 El volumen total del medio de digestión, así como el resto de condiciones y 
procedimientos (temperatura, tiempo de digestión, toma de alícuotas), 
fueron los mismos descritos para el modelo del Capítulo III. 
 
Separación de fases  
Al finalizar la digestión, al igual que se llevó a cabo en los capítulos 
anteriores, se centrifugó el medio de digestión, con el fin de estudiar la potencial 
bioaccesibilidad de los productos de la hidrólisis. Se tomaron diversas  alícuotas de 
las diferentes fases del medio de digestión para su posterior análisis. 
 
Extracción lipídica 
Se realizó una primera extracción siguiendo el procedimiento habitual, con n-
hexano:metil-ter-butil-eter (50:50, v/v) en una relación de 3:1 (v/v) de disolvente 
con respecto a la muestra. A continuación, se llevó a cabo una segunda extracción 
con n-hexano:éter de petróleo (50:50, v/v) en una relación de 3:1 (v/v) de 
disolvente con respecto a la muestra, realizándose, finalmente, una tercera 
extracción con éter de petróleo:etanol (1:0.6, v/v). Las tres fracciones orgánicas 
obtenidas se juntaron y se secaron con sulfato sódico anhidro antes de ser 
analizadas. 
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Análisis de los productos lipídicos 
Los productos de la hidrólisis fueron analizados de acuerdo a la misma 
metodología descrita en el Capítulo III mediante GC con detector FID.  
 
Análisis estadístico 
El análisis estadístico se llevó a cabo siguiendo la misma metodología 
descrita en el capítulo anterior. Se utilizó el test de correlación de Pearson para 
estudiar la relación entre la bioaccesibilidad de Cho y el tipo de PS.  
 
5.4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
5.4.1. Desarrollo del modelo de digestión intestinal in vitro para 
ésteres de esterol 
Una de las principales adaptaciones que requirió el modelo de digestión fue 
evaluar si era necesario un enriquecimiento del medio con la enzima específica de 
hidrólisis de ésteres de colesterol, es decir, colesterol esterasa. Este aspecto fue 
necesario porque en diversos estudios encontrados en la bibliografía se había 
sugerido que la cantidad de colesterol esterasa detectada en la pancreatina 
comercial no era suficiente como para digerir los ésteres de esterol (12). Por otro 
lado, en otros estudios se pudo observar que otros componentes de la pancreatina 
comercial podrían alterar la especificidad de la colesterol esterasa  (13, 14), lo que 
podría provocar una disminución de su actividad. En base a estas evidencias, 
mediante estudios preliminares, se pudo comprobar que efectivamente la 
hidrólisis observada únicamente con la adición de la pancreatina no alcanzaba 
niveles fisiológicos de digestión de los ésteres de esterol. Por tanto, se consideró 
necesario un enriquecimiento del medio con colesterol esterasa.  
Otra modificación del modelo inicial, que ya se comentó en el Capítulo III de 
la presente Tesis, fue la adición de un "lípido de acompañamiento" en forma de TG 
(TO). En el caso del estudio que se llevó a cabo con alquilgliceroles, se pudo 
comprobar que la bioaccesibilidad de estos se veía mejorada en presencia de otros 
lípidos en el medio. Igualmente, se ha demostrado que para una adecuada 
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bioaccesibilidad y bioactividad de los ésteres de PS, estos necesitan co-existir con 
otros lípidos en el lumen intestinal para facilitar la formación de una mayor 
superficie de las micelas mixtas, que favorezca su inclusión en las mismas (15, 16, 
17). Asimismo, mediante la inclusión de otros lípidos en el medio, se estaría 
simulando una ingesta más próxima a la real, en la cual los ésteres de PS se 
consumirán como parte de una mezcla de lípidos en la dieta, y no de forma aislada, 
lo cual no sería lo habitual. 
Para validar los resultados del grado de hidrólisis de los ésteres de PS a 
través del modelo de digestión intestinal in vitro, se tomaron como referencia 
resultados in vivo publicados en la bibliografía. Sin embargo, se pudo observar que 
existe una gran variabilidad en los resultados de hidrólisis de los ésteres de PS, 
encontrando porcentajes de hidrólisis desde el 40 hasta el 90% (18-21).   
Una de las razones por las que se encuentra tan amplia variabilidad de 
resultados en la bibliografía podría ser debido al tramo del tracto gastrointestinal 
que se haya evaluado en cada uno de los estudio. Así, en aquellos estudios en los 
que se encontraron menores niveles de hidrólisis, habían estudiado los primeros 
tramos del intestino (duodeno), mientras que en aquellos estudios donde se 
observaron porcentajes mayores de hidrólisis, habían estudiado tramos más 
avanzados del intestino (18- 20). Teniendo en cuenta que en el presente trabajo las 
condiciones y la composición del medio de digestión del modelo in vitro intentaban 
simular las condiciones de las secciones iniciales del intestino, los trabajos in vivo 
seleccionados como referencia del grado de hidrólisis de ésteres de PS, 
correspondieron a los llevados a cabo en los primeros tramos del intestino, es 
decir, en torno a un 40-50% de hidrólisis (18, 21). 
Tal y como se muestra en la figura 1, tras la aplicación del modelo de 
digestión intestinal in vitro desarrollado, el grado de hidrólisis alcanzado del PS-C 
fue en torno a un 50%, liberándose PS libre y FFA (28% y 19%, respectivamente) 
como productos finales de la hidrólisis. Comparando estos datos con lo observado 
in vivo (figura 1), se consideró que el modelo desarrollado era capaz de reflejar una 
hidrólisis fisiológica de ésteres de PS, y por lo tanto podría ser utilizado en el 
estudio experimental de la digestión del PS-CLA. 
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5.4.2. Digestión intestinal in vitro de Fitosterol esterificado con Ácido 
Linoleico Conjugado 
Tal y como se muestra en la figura 2, las enzimas digestivas utilizadas en el 
modelo de digestión in vitro fueron capaces de reconocer de manera efectiva el PS-
CLA, alcanzando una hidrólisis próxima al 50% del sustrato de partida, siendo 
comparable al porcentaje obtenido en la hidrólisis del PS-C (p = 0.355) (figura 2). 
Así, la hidrólisis del PS-CLA liberó cantidades similares de productos de hidrólisis 
que el PS-C, con un 30% de PS libre y un 21% de FFA. Por lo tanto, las diferencias 
tanto cuantitativas como cualitativas en la composición de ambos productos, en 
relación a los esteroles y los FA (tabla 1), no determinó ninguna diferencia en la 
magnitud de sus digestiones intestinales. Este resultado indicó que un PS 
esterificado con CLA podría ser una potencial fuente de CLA libre y de PS libres 
durante la digestión intestinal, con grados de hidrólisis comparables a los de otros 
PS esterificados de carácter comercial. 
 
Figura 1. Grado de hidrólisis (%) de la digestión intestinal in vitro de PS-C,  y de la digestión 
intestinal in vivo  de ésteres de PS de mostrados por  1) Miettinen et al (20) y 2) Niessen et al (21) 
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En base a los resultados obtenidos, y con el fin de evaluar la relevancia de la 
cantidad de CLA liberado de la hidrólisis, se llevaron a cabo una serie de 
estimaciones teniendo en cuenta la cantidad de CLA que se recomienda consumir 
para tener un efecto bioactivo de este FA, de acuerdo con la bibliografía. Aunque 
este dato es variable, la cantidad más frecuentemente recomendada para que tenga 
lugar este efecto bioactivo es de 3 g de CLA/día (21, 22). Por tanto, este valor se 
asumió como la dosis efectiva que se debe absorber de CLA para que tenga lugar 
un efecto bioactivo del mismo, considerándose que esta cantidad será 
potencialmente bioaccesible. Por otro lado, según la “European Food Saftey 
Authority”, el nivel de consumo recomendado de ésteres de PS para tener un efecto 
hipocolesterolémico es de 1,5-3 g de PS/día (23). Por tanto, en base a las 
cantidades recomendadas de ambos compuestos (CLA y PS), y en base a los 
resultados obtenidos en el presente estudio, se estimó que una digestión de la 
dosis máxima recomendada de 3 g/día de PS-CLA podría liberar, 
aproximadamente, un 20% de la dosis bioactiva de CLA. Tomando como referencia 
Figura 2. Productos de la hidrólisis (%) de PS-C y PS-CLA después de la digestión intestinal in vitro. 
No se representan los productos de la hidrólisis de la TO de acompañamiento. 
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una fuente natural de CLA, como la leche (0,6 g de CLA/100 g de grasa), un vaso de 
leche aportaría un 1.8% de la dosis bioactiva de CLA. Por tanto, la cantidad de CLA 
liberado por el PS-CLA sería más de 10 veces superior al aporte de CLA de un vaso 
de leche. En cualquier caso, estas estimaciones se realizaron únicamente con fines 
de evaluar la magnitud de los resultados obtenidos. Sin embargo, serían necesarios 
estudios adicionales in vivo para poder validar los resultados y las estimaciones 
realizadas. 
Comparando con otros vehículos de CLA, Gervais et al (8) observaron que 
TG-CLA suele ser hidrolizado de manera rápida y completa, como la mayoría de los 
TG. Sin embargo, con respecto a etil ésteres de CLA, la biodisponibilidad de estos 
vehículos lipídicos era bastante limitada en función de la absorción (7). Por lo 
tanto, el producto de síntesis PS-CLA podría ser otra alternativa de vehiculización 
de CLA con la característica adicional de llevar un esqueleto bioactivo en forma de 
PS. 
 
5.4.3. Bioaccesibilidad de Fitosterol esterificado con Ácido Linoleico 
Conjugado 
 
En la figura 3 se representa la composición lipídica de las fases de cada uno 
de los productos de estudio, el PS-C y el PS-CLA. La separación de los productos de 
la hidrólisis entre las fases tras la digestión de PS-CLA fue comparable a la del PS-C 
(figura 3). Así, para ambas muestras, se observó que la mayoría de los productos 
lipídicos se encontraban incluidos en la MP (alrededor del 68% y el 66% del total 
de lípidos del medio de digestión de las muestras PS-C y PS-CLA, respectivamente), 
permaneciendo el resto de los productos lipídicos de la hidrólisis en la OP (entorno 
a un 32 y un 34% del total de lípidos del medio de digestión de las muestras PS-C y 
del PS-CLA, respectivamente). Por otro lado, para ambas muestras se observó un 
pequeño precipitado (PP) en cantidad despreciable (alrededor del 1% del total de 
los lípidos). 
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Figura 3. Distribución del total de los productos de la hidrólisis (%) entre la OP y la MP después de 
la digestión intestinal in vitro de a) PS-C y b) PS-CLA 
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En la MP principalmente se encontró FFA, PS libres, PS-CLA residual que no 
se llegó a hidrolizar y glicéridos procedentes de la TO. De acuerdo con estos 
resultados, la mayoría de los productos con interés bioactivo procedentes del PS-
CLA (PS libre y CLA) se encontraban incluidos en la MP, lo cual podría indicar una 
elevada bioaccesibilidad de los mismos. Además, en relación a estos resultados es 
interesante resaltar que la solubilización de PS libres en las estructuras micelares 
de la MP podría ubicarlos en una localización adecuada para interferir en la 
bioaccesibilidad del Cho y ejercer así el efecto bioactivo. 
Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio podrían sugerir que la 
bioaccesibilidad de los productos de la digestión del PS-CLA parece ser comparable 
a la bioaccesibilidad de los productos de la digestión del PS-C. No obstante, serían 
necesarios estudios in vivo que permitieran la confirmación de estos resultados.  
 
5.4.4. Estudio de la bioaccesibilidad del colesterol en presencia de 
Fitosterol esterificado con Ácido Linoleico Conjugado  
La absorción intestinal fisiológica del Cho es similar a la de la mayoría de los 
lípidos, en el sentido de que es necesario que sea previamente solubilizado en las 
micelas para su posterior absorción por los enterocitos (24). Sin embargo, a 
diferencia de la mayoría de los compuestos lipídicos, la absorción del Cho 
procedente de la dieta es más limitada y variable, encontrándose datos de 
absorción en trabajos previos desde el 40 hasta el 60% (25). En este sentido, es 
conocido que los componentes de la dieta pueden influir en la disponibilidad del 
Cho, aumentando o disminuyendo su absorción (25).  
Tal y como ha sido expuesto anteriormente, uno de los mecanismos 
propuestos para explicar el efecto hipocolesterolemico de PS es su potencial 
capacidad de limitar la absorción intestinal del Cho debido a su desplazamiento de 
las micelas, como consecuencia de la solubilización preferente del PS en las 
mismas frente a Cho. Es importante recordar que el PS libre fue uno de los 
productos mayoritarios de la hidrólisis del PS-CLA después de la digestión 
intestinal in vitro, el cual principalmente se encontraba incluido en la MP 
(alrededor del 92% del total de PS libre) (figura 3). Por tanto, para evaluar el 
potencial efecto bioactivo de este producto lipídico como un agente limitador de la 
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biodisponibilidad del Cho, se llevaron a cabo una serie de ensayos con digestiones 
intestinales in vitro del PS-CLA y del PS-C en presencia de Cho. Conocer el reparto 
del Cho entre las tres fases del medio de digestión, en presencia y en ausencia de 
PS, permitió estimar el posible efecto de desplazamiento de los PS sobre el Cho de 
la fracción bioaccesible (MP) hacia las fracciones no bioaccesibles del medio. 
Para poder estudiar el efecto del PS en la bioaccesibilidad del Cho se añadió 
al medio de digestión Cho en forma de Cho libre, debido a que el Cho a nivel 
micelar suele ser mayoritariamente libre (12).  Se añadió en una relación molar 3:1 
de éster de PS frente a Cho, de acuerdo a la relación previamente estimada por 
Brown et al (12). Este ratio fue establecido por estos autores teniendo en cuenta la 
recomendación de consumo diario de ésteres de PS de la Food and Drug 
Administration (1,3 g de PS/día) y el consumo medio de Cho estimado de 257 mg 
/día. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la figura 4 se representa de manera detallada la distribución del Cho total 
entre las diferentes fases para cada uno de los ensayos. Se compararon los 
b) 
B) 
Figura 4. Distribución del total de Cho entre la MP, la OP y la PP después de a) la digestión 
intestinal in vitro en ausencia de ésteres de PS, b) la digestión intestinal in vitro del PS-CLA y c) la 
digestión intestinal in vitro del PS-C.  * valores entre las mismas fases fueron significativamente 
diferentes (p ≤  0.05) entre los ensayos. 
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resultados con respecto a una digestión in vitro control realizada en ausencia de 
PS, en el cual se observó que prácticamente la totalidad del Cho se encontraba 
solubilizado en la MP (figura 4a). Sin embargo, tras la digestión en presencia de 
ésteres de PS, la distribución del Cho cambiaba, y este compuesto era desplazado 
parcialmente de la MP a la OP y a la PP. Así, cuando el Cho era combinado con PS-
CLA en el medio de digestión, aproximadamente el 14 % de este Cho era 
desplazado de la MP (figura 4b), en relación con el control en ausencia de PS. Este 
resultado indicaba que el PS-CLA podría tener un potencial efecto 
hipocolesterolémico. No obstante, el PS-C hidrolizado causó un efecto de 
desplazamiento del Cho de la MP mayor que el que se observó para el PS-CLA 
(36% de desplazamiento del Cho). 
Resulta interesante destacar además que el Cho desplazado por el PS-C se 
encontró principalmente en la PP, mientras que el Cho que había sido desplazado 
por el PS-CLA se encontraba de un modo más homogéneo repartido entre la OP y la 
PP. 
La comparación de estos resultados con los trabajos in vivo resulta 
complicada, teniendo en cuenta que los resultados obtenidos están basados en 
condiciones in vitro, es decir, en condiciones muy simples que no consideran todos 
los mecanismos del tracto gastrointestinal que podrían intervenir en la 
disminución de la absorción de Cho por parte de los PS. Sin embargo, algunos 
resultados in vivo podrían resultar comparables a los obtenidos en el presente 
estudio. Vanhanen et al (26) observaron valores entorno al 17-19% de reducción 
de absorción de Cho en un estudio con éster de sitostanol,  al igual que Varady et al 
(27), que señalaron valores de disminución de la absorción de Cho del 16-18% en 
un estudio combinado del efecto de PS y el ejercicio físico en adultos. 
Recientemente, Amiot et al (28) han llevado a cabo un trabajo de evaluación in vivo 
del efecto de PS sobre la solubilización de Cho a nivel intestinal, en el cual se 
observó una reducción de Cho en la MP a nivel duodenal de cerca del 27% con 
respecto al control, después de una ingesta de ésteres de PS. Otros estudios de 
interés, con los cuales se puede ver que los resultados de reducción de absorción 
del Cho en estudios in vivo pueden ser muy diversos, fueron los llevados a cabo por 
Ostlund et al (29), donde los autores señalaron una disminución en el rango del 
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5,6-36,7% en la absorción de Cho; o el estudio de Miettinen et al (19), en el que se 
detectó una reducción de absorción de Cho del 40%. 
En relación a los resultados observados en el presente estudio en cuanto al 
efecto hipocolesterolémico, distintas hipótesis podrían utilizarse para explicar las 
diferencias encontradas entre el PS-C y el PS-CLA. Por un lado, la diferente 
composición, tanto cuantitativa como cualitativa, en las formas específicas de 
fitosteroles (PS) y fitostanoles (PE) de ambas muestras (tabla 1) podría determinar 
la diferente magnitud de solubilización en las micelas, y por tanto la diferente 
competición con el Cho por la inclusión en las mismas. De hecho, una de las 
principales diferencias encontrada entre ambos productos fue que en el PS-CLA 
prácticamente todo eran esteroles, mientras que el PS-C contenía una importante 
fracción de estanoles. En este sentido, se ha visto en diversos estudios que los 
estanoles libres parecen ser más efectivos en la reducción de la absorción de Cho 
que los esteroles libres (30, 31), aunque también se han encontrado estudios en los 
cuales no se han detectado diferencias en el efecto sobre el Cho entre los PS y los 
PE, o sus ésteres (32).  
Otra diferencia que podría afectar al distinto nivel de reducción de la 
absorción de Cho de cada uno de los productos de estudio podría estar relacionado 
con el hecho de que el PS-C apenas contenía estigmasterol en su composición, 
mientras que el PS-CLA mostraba una importante cantidad del mismo (tabla 1). En 
este sentido, se ha descrito que las cadena laterales saturadas, como las del 
sitosterol, campesterol y sus estanoles análogos, incrementaban la hidrofobicidad 
de estos compuestos y con ello, la co-cristalización de PS con Cho, en comparación 
con las cadenas insaturadas, como la del estigmasterol (33). En general, tal y como 
se observa en la tabla 1, el PS-C presentaba elevados niveles de PS de cadena 
lateral saturada, en comparación con el PS-CLA. Esto podría llevar a una mayor co-
cristalización de PS con Cho del PS-C con respecto al PS-CLA. Este mecanismo de 
acción tiene lugar en el tracto intestinal debido a la existencia de un límite de 
capacidad de las micelas para solubilizar compuestos poco hidrosolubles, como los 
esteroles. Estos esteroles tenderán a co-cristalizar en las micelas, y una vez que las 
micelas se saturan con esteroles cristalizados, estos co-precipitan junto con el Cho 
que igualmente se encuentra en las micelas (34, 35). Prestando atención a este 
mecanismo en los ensayos llevados a cabo en el presente trabajo, se observó un 
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incremento de la cantidad de Cho en la PP (figura 6), así como de PS (datos no 
mostrados), para ambas muestras analizadas, lo cual indicaría un aumento de la 
precipitación de ambos compuestos. De hecho, la cantidad de Cho precipitado 
mostró una correlación lineal positiva con la cantidad total de PS de cadena lateral 
saturada precipitada, independientemente de las muestras, PS-C o PS-CLA (tabla 
2). 
 
 r (Chol x PS) Coeficiente de determinación 
(r2)  
Signif 
Campesterol+campestanol 0.839 0.704 0.037 
Sitosterol+sitostanol 0.967 0.936 0.002 
Total PS 0.921 0.848 0.009 
Total PS con cadena 
saturada 
Total PS con cadena 
insaturada 
0.956 
 
-0.413 
0.915 
 
0.171 
0.003 
 
0.415 
 
 
 
Además, la precipitación del Cho estuvo más relacionada con los PS con 
cadena lateral saturada en las formas de sitosterol y de sitostanol, que con los PS 
con cadena lateral saturada en las formas de campesterol y campestanol (tabla 2). 
Este último resultado podría confirmar que la interacción entre Cho y PS puede ser 
diferente en función del isómero de PS, indicando el resultado obtenido en este 
estudio, que la precipitación de Cho podría ser debida mayoritariamente a las 
formas sitosterol y sitostanol. Este planteamiento estaría de acuerdo con estudios 
previos descritos en la bibliografía, como el llevado a cabo por Mel´nikov et al (35). 
Por tanto, teniendo en cuenta el mayor contenido inicial de sitosterol y sitostanol 
en el caso del PS-C en comparación con PS-CLA (tabla1), este parámetro podría 
marcar las diferencias observadas entre ambas muestras en el efecto sobre Cho.  
Tabla 2. Correlación entre el precipitado de Cho y el precipitado de PS después de la digestión intestinal 
del PS-C y del PS-CLA. 
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Por otra parte, el grado de solubilización de Cho o de PS en las estructuras 
micelares podría también depender de la composición en otros lípidos del medio 
intestinal, pudiendo verse afectados por el grado de insaturación y la longitud de la 
cadena de los FA (11, 12). El PS-C se encontraba casi totalmente esterificado por 
ácido linoléico (LA), mientras que el PS-CLA se encontraba principalmente 
esterificado por CLA (tabla 1).  Uehara et al (36) han descrito un comportamiento 
diferente del CLA en relación al LA con respecto a algunos parámetros como el 
punto de fusión, las estructuras subcelulares o el polimorfismo, en los cuales el 
CLA parece comportarse de un modo más parecido a un FA saturado o trans-
monoinsaturado, más que a un ácido graso insaturado como el LA. Resulta difícil 
explicar el efecto que podrían tener estas diferencias entre el CLA y el LA sobre el 
desplazamiento de Cho causado por los PS esterificados con estos ácidos grasos, 
pues no se tienen evidencias científicas previas acerca del efecto de FA conjugados 
en la bioaccesibilidad de los esteroles, o en su interferencia a nivel micelar. En 
cualquier caso, sería un factor que resultaría  de interés explorar. 
Por otra parte, es importante mencionar que durante la separación de las 
fases después de la digestión de PS-C en presencia de Cho, se diferenciaban 
claramente las tres fases, donde la MP se apreciaba con mucha claridad, 
homogénea y con una ligera turbidez típica de esta fase. En cambio, en la 
separación de fases de PS-CLA en presencia de Cho no se observaba con tanta 
claridad esta separación, destacándose además una MP heterogénea y turbia. En 
base a estos resultados, se llevó a cabo un estudio adicional de separación de fases 
después de la digestión, tanto del PS-C como del PS-CLA en presencia de Cho, pero 
en ausencia de colesterol esterasa, es decir, sin permitir la hidrólisis de los ésteres 
de PS. En este caso se apreció que la separación de fases de ambos sustratos era 
más fácil en ausencia de su hidrólisis y con una turbidez similar, lo que indicó que 
en el caso de existir una digestión, los productos liberados de la hidrólisis de PS-
CLA y de PS-C podrían ser los responsables de la diferente conformación y 
composición de las fases, y podrían determinar así la diferente distribución de Cho 
en la MP tras la digestión de PS-CLA con respecto a la de PS-C.  
Es interesante resaltar que el menor desplazamiento de Cho por parte del PS-
CLA en comparación con el PS-C no disminuiría el potencial valor del PS 
esterificado con CLA como un lípido bioactivo, ya que, como se ha evidenciado, esta 
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molécula podría ser un potencial vehículo de CLA libre después de la digestión 
intestinal. Además, en base a las evidencias observadas, se podría pensar que el 
desarrollo de ésteres de esterol con CLA utilizando otras formas de PS con mayor 
efecto hipocolesterolémico, como sitosterol y sitostanol, podría mejorar dicha 
bioactividad, sumada a la del efecto del CLA. No obstante, sería necesario llevar a 
cabo una evaluación más completa para saber si la liberación del CLA y PS sería 
efectiva desde el punto de vista de su bioaccesibilidad y biodisponibilidad, y si su 
nivel de bioactividad sería suficiente en condiciones in vivo. 
 
5.5. CONCLUSIONES  
Se desarrolló un modelo de digestión intestinal in vitro para digerir ésteres 
de esterol, capaz de proporcionar resultados fisiológicos similares a los que se 
habían observado en la bibliografía in vivo. Este nuevo modelo de digestión 
intestinal in vitro de esteroles fue una herramienta clave en el estudio del producto 
de síntesis en forma de PS-CLA ya que los resultados indicaron que el PS-CLA se 
digería de manera similar a un éster de PS comercial de referencia, tanto en grado 
como en productos de hidrólisis. En base a estos resultados, el lípido estructurado 
en forma de PS-CLA podría ser propuesto tanto como una fuente de PS, así como 
un potencial vehículo de CLA, debido a que tras su hidrólisis a nivel intestinal 
liberaría cierta cantidad de CLA bioaccesible junto con PS libre.  
Por otro lado, el PS-CLA mantendría las propiedades bioactivas propias de los 
PS, relacionadas con la disminución de la absorción intestinal de Cho,  aunque en 
menor medida que el PS-C de referencia.  
Por lo tanto, con el presente trabajo se ha contribuido al conocimiento 
específico de determinados mecanismos de acción que pueden tener lugar durante 
la digestión intestinal, tanto de esta forma esterificada de PS con CLA y su acción 
sobre el desplazamiento de Cho, así como de ésteres de PS en general. Sin 
embargo, serían necesarios ensayos in vivo que permitan validar los resultados 
observados en el presente trabajo.  
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CAPÍTULO VI: “DESARROLLO DE UN MODELO DE 
DIGESTIÓN IN VITRO PARA  FOSFOLÍPIDOS Y SU 
APLICACIÓN A FOSFOLÍPIDOS ESTERIFICADOS CON 
HIDROXITIROSOL.” 
 
Publicado en:  Journal of Agricultural and Food Chemistry, 62, 9751-9759. 2014 
 
6.1. INTRODUCCIÓN 
Los compuesto fenólicos son conocidos antioxidantes naturales con 
propiedades bioactivas. Dentro de este grupo de compuestos polifenólicos se 
encuentra el hidroxitirosol (HT) (figura 1.B), una molécula de especial interés en 
las últimas décadas debido a que ha demostrado tener, no sólo un importante 
poder antioxidante, sino una interesante bioactividad, ambos relacionados con 
efectos antiaterogénicos, anti-inflamatorios, antimicrobianos, antitumorales; 
efectos de regulación del envejecimiento y efectos frente a la agregación 
plaquetaria (1- 3). 
Se ha observado en estudios de la bibliografía que el HT parece absorberse 
correctamente en el tracto gastrointestinal, aunque su biodisponibilidad es 
bastante limitada, debido a que se metaboliza rápidamente en el enterocito y en el 
hígado a metabolitos más pequeños, encontrándose únicamente niveles muy bajos 
de HT libre en plasma y en algunos tejidos (4-6). Basándose en estas evidencias, en 
los últimos años se está mostrando un especial interés en la producción de 
derivados de HT que puedan mejorar su acceso a los tejidos y a las células, o que 
puedan incrementar su vida media en plasma, con la intención de poder 
aprovechar más eficientemente sus efectos bioactivos (7-9). En relación a este 
tema, se está llevando a cabo una amplia investigando por diversos autores en los 
últimos años en relación a la producción de "lípidos fenólicos", es decir, 
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estructuras lipídicas resultantes de la unión de un lípido con un compuesto 
fenólico (10), entre los que se incluye el HT. Una de las estrategias más 
frecuentemente utilizada para modificar compuestos fenólicos es su esterificación 
con cadenas acilo. En el caso concreto de derivados de HT, entre los ejemplos 
encontrados en la bibliografía se destaca el trabajo de Trujillo et al (9), en el que se 
observó que derivados de HT con ésteres de cadena larga dieron lugar a un efecto 
protector frente al daño oxidativo mayor en modelos ex vivo que los derivados sin 
esterificar. Se han encontrado en la bibliografía otros trabajos con derivados de HT 
en forma de etil ésteres, los cuales se ha observado que podrían absorberse de una 
manera más efectiva que el HT libre. Además, se ha estudiado que estos derivados 
de HT parecen mostrar una mayor actividad anticancerígena con respecto al HT 
libre (11, 12), lo cual incrementaría el valor bioactivo del HT.  
De acuerdo con la obtención de nuevos derivados de compuestos fenólicos, y 
tal como se comentó en el Capítulo I, miembros del grupo de investigación IAF-
UAM han desarrollado recientemente un derivado de HT en forma de PL (13), en el 
cual el compuesto fenólico se encuentra incluido en la cabeza polar del PL 
mediante la sustitución de la colina a través de una reacción de 
transfosfatidilación. Esta nueva molécula, denominada fosfatidilhidroxitirosol 
(PHT) (figura 1.C) podría ser  propuesta como un potencial vehículo de HT, que 
combinaría en la misma molécula la bioactividad del HT junto a la bioactividad del 
PL, el cual se considera una molécula bioactiva por sí mismo (Capítulo I). Por otro 
lado, debido a su naturaleza anfifílica, los PL contribuyen en la emulsión de las 
gotas lipídicas durante la digestión de los lípidos, mejorando la acción de la lipasa 
pancreática. Además, desempeñan un importante papel en la formación de micelas 
mixtas y estructuras micelares, necesarias para transportar los productos lipídicos 
liberados de la hidrólisis a los enterocitos (14, 15). 
Siguiendo el mismo planteamiento que en capítulos anteriores, una de las 
cuestiones que se plantea en la evaluación de este nuevo lípido estructurado sería 
conocer si la molécula  PHT podría ser capaz de mantener de una manera efectiva 
las propiedades bioactivas, y si podría ser reconocida durante la digestión 
intestinal por las enzimas digestivas, sin verse afectada su bioaccesibilidad y 
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bioactividad. En este sentido, es importante señalar que en el caso particular de 
compuestos fenólicos, ha sido previamente descrito en la bibliografía, cómo 
determinadas moléculas pueden ver modificada su bioactividad durante el paso a 
través del tracto gastrointestinal. Esto es así, bien por el simple hecho de ir 
sufriendo un proceso de hidrólisis y degradación enzimática hacia otras moléculas 
que podrían mostrar una bioactividad diferente; o bien por la exposición a las 
propias condiciones del medio, como puede ser el pH, temperatura, tiempo, o 
interacción con otros compuestos coexistentes en el medio digestivo procedentes 
de la ingesta (16, 17).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2. OBJETIVOS 
A. Proceso de digestión intestinal de fosfolípidos 
El primer objetivo del presente capítulo fue la evaluación de la digestión 
intestinal de PHT, mediante un modelo de digestión intestinal in vitro, y su 
comparativa con un PL de referencia, con la intención de evaluar las diferencias 
A) B) 
C) 
C) 
 
 
 
Figura 1. Estructura química de A) un PL, B) HT y C) PHT 
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entre la velocidad y grado de hidrólisis, los productos de la hidrólisis que se liberan 
durante la reacción y la potencial bioaccesibilidad de estos productos lipídicos 
liberados. 
Para ello fue necesario desarrollar previamente un modelo de digestión 
intestinal in vitro para PLs, utilizando el fosfolípido de referencia, que permitiera  
comprobar que el modelo reflejaba los resultados de digestión fisiológicos que 
tienen lugar en el intestino durante la hidrólisis de estos compuestos lipídicos.  
B. Evaluación del efecto del proceso de digestión in vitro sobre la actividad 
antioxidante 
El segundo objetivo del trabajo fue evaluar cómo afecta el proceso de 
digestión in vitro al potencial efecto antioxidante del PHT. En concreto, se utilizó el 
modelo de digestión in vitro para estudiar esta variación de la actividad 
antioxidante tanto de HT libre, así como del PHT, antes y después de la digestión, 
para establecer el correspondiente estudio comparativo. 
 
6.3. MATERIAL Y MÉTODOS  
Muestras lipídicas y reactivos  
El PHT fue previamente sintetizado por miembros del grupo de investigación 
IAF-UAM mediante una reacción enzimática de transfosfatidilación entre HT 
(pureza superior al 90%), adquirido a Seprox Biotech (Madrid, España), y 
fosfolipon 90H adquirido a Lipoid (PL 90H) (Suiza) (13). La composición final del 
producto obtenido fue de 86% PHT, 8% HT y 6% PL 90H. Para llevar a cabo el 
desarrollo del modelo de digestión se utilizó como lípido de referencia el mismo PL 
que se utilizó en la síntesis del PHT (PL 90 H). Como lípido de acompañamiento de 
los fosfolípidos en la digestión intestinal in vitro se utilizó aceite de oliva comercial. 
Los reactivos utilizados a lo largo del estudio fueron los mismos descritos en 
capítulos anteriores, además de solución de hidróxido de amonio al 30% adquirida 
a Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Alemania) y PLA2 procedente de 
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Streptomyces violaceoruber (103U/mg) adquirida a Nagase Chemtex Corporation 
(Fukuchiyama Factory, Kyoto, Japan). 
Modelo de digestión in vitro 
El modelo de digestión in vitro utilizado en el presente trabajo se basó en el 
modelo previamente desarrollado en los capítulos III y IV de la presente Tesis, 
sobre el cual se llevaron a cabo las correspondientes modificaciones para tratar de 
reproducir y obtener resultados fisiológicos similares a los que se habían 
observado en la bibliografía para el caso particular de PLs. Los aspectos que se 
modificaron del modelo inicial fueron los siguientes: 
 Adición de una fracción lipídica exógena simulando la procedente de la dieta, 
conteniendo TG y PL en proporciones habituales de ingesta  
 Adición de una fracción lipídica endógena simulando la procedente de la 
secreción biliar,  conteniendo SB y PL en las proporciones fisiológicas 
  Adición de fosfolipasa A2 (PLA2), enzima responsable de la digestión de los 
PLs 
Todas estas modificaciones serán desarrolladas con más detalle en el 
apartado 6.4.1.   
En este caso, la mezcla lipídica consistió en 0,5 g de aceite de oliva y 0,1 g de 
PL (PL de referencia ó PHT) y adición de 16 mL del tampón de digestión habitual. 
Esta fracción se homogeneizó (Ultra TURRAX IKA T18) durante 2 min a 3500rpm. 
Por otro lado, se preparó la fracción lipídica que simularía la procedente de la 
secreción biliar, realizándose del mismo modo descrito en el Capítulo IV. 
A continuación se mezclaron ambas fracciones para dar lugar al medio de 
digestión intestinal completo y se homogeneizaron (Ultra TURRAX IKA T18) 
durante 2 min a 3500 rpm. 
La simulación de la digestión intestinal comenzó con la adición de un extracto 
fresco de pancreatina siguiendo el procedimiento habitual ya descrito 
anteriormente.  Por otro lado, se adicionó 1 mL de una solución de PLA2 preparada 
a 5 mg/mL en tampón Trizma-Maleato. 
El resto de condiciones y procedimientos (temperatura, tiempo de digestión, 
toma de alícuotas), fueron los mismos descritos para capítulos anteriores. 
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Separación de fases  
Al finalizar la digestión, al igual que se llevó a cabo en los capítulos anteriores 
se estudió la potencial bioaccesibilidad de los productos de la hidrólisis mediante 
la separación y análisis de las fases MP, OP y PP. Además, se tomaron alícuotas de 
la MP para llevar a cabo una cuantificación de las estructuras micelares que se 
habían formado durante el proceso de digestión, siguiendo el mismo 
procedimiento descrito en el Capítulo IV. 
 
Extracción lipídica 
Los lípidos totales fueron extraídos con cloroformo: metanol: ácido fosfórico 
(100:80:4, v/v/v) en una relación de 3:1 (v/v) de disolvente con respecto a la 
muestra. La mezcla fue agitada en vortex durante 1 min y posteriormente 
centrifugada durante 10 min a 13500 rpm. Se llevó a cabo una segunda extracción 
en las mismas condiciones que la primera. Las dos fracciones orgánicas obtenidas 
se unieron y se secaron con sulfato sódico anhidro antes de ser analizadas. 
 
 
Análisis de los productos lipídicos 
 
Los productos de la hidrólisis fueron analizados mediante cromatografía de 
líquidos (HPLC) acoplada a un detector evaporativo de dispersión de haz de luz 
(ELSD).  
La fracción de lípidos polares (PL, liso-PL, PHT, liso-PHT, HT, SB) fue 
determinada mediante una columna de diol Luna HILIC de 5 µm (250 mm, 4,6 mm, 
Phenomenex, Torrance, California, USA) acoplada a un HPLC de Agilent Serie 1200 
con un compartimento para la columna termostatizado, una bomba cuaternaria, un 
auto-inyector, un desgasificador y un detector ELSD. El método utilizado se basó en 
un método previamente desarrollado por Casado et al (13) con algunas 
modificaciones. El caudal utilizado fue de 1,5 mL/min, dividiéndose dicho caudal 
en dos partes mediante una válvula de flujo después del compartimento 
termostatizado de la columna, para hacer llegar tan solo una parte de la fase móvil 
directamente al detector (3,5 bares y 55ºC). Las fases móviles utilizadas en el 
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análisis consistieron en un gradiente terciario de A: hexano, B: hexano/2-
propanol/ácido ácetico/trietilamina (815/170/15/0,5, v/v/v/v) y C: 2-
propanol/H2O Milli-Q/ácido acético/trietilamina (840/140/15/0,5, v/v/v/v). El 
método utilizado para llevar a cabo la separación de los productos lipídicos 
comenzaba con un 50% de A y un 50% de B, aumentando hasta un 100% de B a los 
5,1 min. En el minuto 20 alcanzaba un 12% de C y un 88% de B, manteniéndose en 
estos valores durante 15 min. A continuación las proporciones del método 
cambiaban a un 40% de C y un 60% de B en 0,5 min. Finalmente, el gradiente de 
fases móviles volvió a condiciones iniciales y se mantuvo durante 20 min.  
Para llevar a cabo la identificación y cuantificación de cada uno de los 
productos de la reacción se utilizaron patrones comerciales estándar y se 
construyeron las correspondientes curvas de calibrado para cada conjunto de 
muestras inyectadas. En el caso del producto de digestión liso-PHT, fue necesario 
llevar a cabo una purificación previa del mismo como se describirá más adelante.  
La fracción de lípidos neutros (TG, DG, MG y FFA) fue determinada siguiendo 
la misma metodología descrita en el Capítulo IV.  
Purificación de liso-PHT para el análisis  
Para conseguir una cuantificación apropiada de los productos de la digestión 
de PHT se llevó a cabo una purificación del producto liberado durante la hidrólisis, 
el liso-PHT. Para ello fue necesario, 1) el desarrollo de un protocolo de hidrólisis 
del PHT a liso-PHT que liberara cantidades de liso-PHT suficientes para poder 
purificar la mayor cantidad de producto posible, y 2) el desarrollo de un protocolo 
de purificación del liso-PHT liberado de la hidrólisis. 
1) Hidrólisis de PHT a liso-PHT 
Se llevaron a cabo una serie de modificaciones del modelo de digestión de PL 
utilizado en el presente trabajo para conseguir una hidrólisis del PHT lo más 
completa posible. Tras una serie de pruebas preliminares, los resultados indicaron 
que era necesario añadir al medio de digestión otros componentes lipídicos y/o 
agentes surfactantes para conseguir el mayor grado de hidrólisis. Como medio 
lipídico se mantuvo el aceite de oliva del modelo, y como agente surfactante se 
reemplazaron las SB del modelo de digestión por MG. Se realizó este reemplazo 
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debido a que las SB eran difíciles de separar del liso-PHT y del liso-PL durante el 
proceso posterior de purificación, resultando esta separación mucho más sencilla 
utilizando MG. 
En base a estas modificaciones, el modelo de hidrólisis consistió en 80 mg de 
PHT mezclados con 80 mg de aceite de oliva y 60 mg de MG, con 0,4 mL de una 
solución de CaCl2 325 mM, 1,2 mL de una solución de NaCl 3,25 mM y 20,6 mL de 
tampón Trizma-Maleato a pH 7,5. Se añadió un extracto de pancreatina, preparado 
con 0,3 g de pancreatina en 1,8 mL de tampón Trizma-Maleato de pH 7,5, agitado 
durante 10 min y centrifugado a 1600 x g durante 15 min, y un extracto de PLA2, 
preparado con 0,2 g de PLA2 en 2 mL de tampón Trizma-Maleato a pH 7,5, agitado 
en vortex durante 1 min. La reacción de hidrólisis se llevó a cabo a 37ºC en un 
agitador orbital (IKA KS 4000 ic control) a 120 rpm durante 120 min. Al final de la 
reacción, los productos lipídicos liberados de la hidrólisis fueron extraídos del 
medio con cloroformo: metanol (2:1, v/v) para llevar a cabo la purificación y 
posterior análisis de los mismos. En estas condiciones, se alcanzó una hidrólisis de 
PHT próxima al 95%, liberándose como productos mayoritarios liso-PHT y FFA. 
2) Purificación de liso-PHT mediante SPE 
Después de la reacción de hidrólisis, la composición en lípidos del medio de 
digestión era de aproximadamente 45% de FFA y 35% de liso-PHT, junto a 
pequeñas cantidades de PHT residual, liso-PL y MG, que se purificaron mediante 
SPE para poder obtener una fracción de liso-PHT lo más pura posible. El método de 
SPE utilizado para la purificación se basó en la combinación de dos métodos 
previamente descritos en la bibliografía: el método de Mateos et al (18), descrito 
para la separación de compuestos fenólicos de aceites vegetales; y el método de 
Carelli et al (19), descrito para la separación de distintas clases de fosfolípidos de 
aceites vegetales. 
Se comenzó la purificación siguiendo el protocolo desarrollado por Mateos et 
al (18), utilizando una columna de SPE con relleno de diol de 500 mg (Isolute, 
Biotage, UK), acondicionado previamente con 6 mL de metanol y 6 mL de hexano. 
Se adicionó 1 mL de muestra lipídica a una concentración de 40 mg/mL en 
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cloroformo. La purificación se inició con la elución de los glicéridos 
(principalmente MG, y fracciones residuales de TG y DG), los cuales eluyeron de la 
columna gracias a la adición de 6 mL de hexano. A continuación, eluyeron los FFA 
gracias a la adición de 4 mL de hexano:acetato de etilo (90:10, v/v). El siguiente 
paso del método de Mateos et al (18) adiciona metanol para eluir los compuestos 
fenólicos. Sin embargo, se modificó esta etapa utilizando una solución de 
metanol:hidróxido de amonio (15 mL, 99,5:0,5, v/v) para conseguir una elución de 
los lípidos polares más completa, de acuerdo con el protocolo desarrollado por 
Carelli et al (19). Esta modificación fue necesaria puesto que se observó que la 
adición de metanol solo no era suficiente para conseguir una correcta elución de 
liso-PHT, aunque sí lo era para conseguir una elución efectiva de HT. 
Curiosamente, el modelo completo de Carelli et al (19), sin combinar con el método 
de Mateos et al (18) tampoco era útil para recuperar liso-PHT, aunque se 
comprobó que sí era efectivo para purificar liso-PL. Finalmente, los resultados 
indicaron que la combinación de los primeros pasos del método de Mateos et al 
(18) con el paso final del método de Carelli et al (19) eran necesarios para 
conseguir la mayor recuperación de liso-PHT. Tras la última etapa de purificación 
se obtuvo una fracción de lípidos polares que fue evaporada bajo corriente de N2 a 
40ºC, y posteriormente re-disuelta en cloroformo: metanol (2:1, v/v) para su 
análisis. La fracción purificada de liso-PHT final tenía cerca de un 80% de pureza 
junto a cantidades residuales de FFA, MG y liso-PL. 
Evaluación del efecto del proceso de digestión in vitro sobre la actividad 
antioxidante 
Se llevó a cabo la medida de la capacidad antioxidante del PHT y del HT libre, 
antes y después de la digestión in vitro, mediante el test de DPPH. Para llevar a 
cabo este ensayo se tomaron alícuotas (50 µL) del medio de digestión conteniendo 
los compuestos a 0 y 60 min, y se disolvieron en etanol para alcanzar 
concentraciones entre 5-30 µg/mL de medio intestinal. La reacción comenzó con la 
adición de 1950 µL de una solución de DPPH en etanol (23,5 µg/mL). Las muestras 
se mantuvieron a Tª ambiente y en oscuridad durante 90 min, momento en el que 
se determinó la cantidad de DPPH residual que quedaba sin reaccionar midiendo la 
absorbancia a 517 nm. La cuantificación de DPPH sin reaccionar se realizó 
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mediante el uso de curvas de calibrado de DPPH. Los resultados de actividad 
antioxidante se expresaron como índice EC50, siendo este valor la concentración 
de HT (mM) requerida para alcanzar un 50% de reducción de la concentración de 
DPPH en relación a un DPPH control. Para poder interpretar los resultados 
obtenidos se llevaron a cabo además ensayos control del medio de digestión en 
ausencia de los compuestos del estudio. 
Análisis estadístico 
El análisis estadístico fue llevado a cabo siguiendo el mismo procedimiento 
descrito en capítulos anteriores. 
 
6.4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
6.4.1. Desarrollo de un modelo de digestión intestinal in vitro para 
Fosfolípidos 
Es importante comentar que una de las principales dificultades que 
aparecieron durante la optimización y desarrollo del modelo de digestión in vitro 
de PL fue la imprecisión de datos con respecto a la digestión fisiológica in vivo de 
PL que se encontraba en la bibliografía. No se han podido encontrar resultados 
numéricos concretos en relación al grado de hidrólisis de estos compuestos a nivel 
intestinal, ni tampoco en relación a la cantidad de PLA2 del contenido luminal, o en 
relación a la bioaccesibilidad de los productos de la hidrólisis de los PL (15). En 
base a todo ello, se consideraron como datos fisiológicos de referencia los datos 
generales publicados por Brogstom (15), donde se hace referencia  a que los PL 
son absorbidos de manera eficiente una vez que han sido hidrolizados a liso-PL, 
gracias a la acción de la PLA2, cuya concentración es suficientemente elevada para 
conseguir esa hidrólisis (15). 
Como ya se ha mencionado con anterioridad, el modelo de digestión in vitro 
de partida utiliza como enzima digestiva la pancreatina. Para el caso concreto de 
los lípidos, la lipasa pancreática es la principal enzima que se encuentra en este 
extracto, la cual, aunque es capaz de hidrolizar parte de los PL, en realidad su 
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hidrólisis principal es llevada a cabo mayoritariamente por la PLA2, una de las 
enzimas minoritarias de la secreción pancreática. Sin embargo, el producto 
comercial de pancreatina no especifica ni la presencia, ni el nivel exacto de PLA2 de 
este preparado. Por lo tanto, una de las primeras evaluaciones que requirió el 
modelo de digestión fue determinar si era necesario un enriquecimiento del medio 
con la enzima PLA2.  
En la optimización del modelo de digestión, además, se intentó simular la co-
existencia simultánea de una fracción lipídica de PL exógena procedente de la dieta  
junto con TG, así como la fracción lipídica de PL endógena procedente de la 
secreción biliar. Hay que señalar que establecer la composición final de cada una 
de estas fracciones lipídicas resultó complicado, debido a la gran variabilidad de 
datos que se pueden encontrar en la bibliografía científica en relación a la cantidad 
de PLs de la dieta, siendo este valor muy diferente según la ingesta (14). Así, en 
general, se ha descrito que la cantidad de PLs en la dieta puede variar desde un 1 
hasta un 10% de la ingesta de grasa consumida (14). Teniendo en cuenta este 
rango, en el modelo de digestión se simuló una ingesta elevada de PL exógeno. En 
cuanto a la dosis de PL endógeno, este fue adicionado en un valor proporcional a la 
cantidad de SB y Cho del medio, de acuerdo a como tendría lugar en la secreción 
biliar.  
Por otro lado, se llevó a cabo la preparación separada de las dos fracciones de 
PL descritas. Este aspecto fue considerado debido a que, de acuerdo con los datos 
fisiológicos del proceso de digestión, los PL exógenos de la dieta se encuentran 
mezclados con el resto de lípidos de la dieta (fundamentalmente TG), de tal 
manera que estos PL se localizan en la interfase de la gota lipídica de TG en el 
medio acuoso intestinal. Por el contrario, los PL endógenos de la secreción biliar se 
encuentran dispersos en el medio acuoso junto con las SB y Cho endógeno, en 
forma de agregados lamelares o de micelas mixtas. Por tanto, se consideró que esta 
diferente dispersión de los PL debería tenerse en cuenta y prepararse, por tanto, 
ambas fracciones de manera separada, intentando simular la pre-emulsión de los 
lípidos de la dieta, que posteriormente accederían al intestino para interaccionar 
con la secreción biliar preformada e iniciarse así el proceso de digestión.   
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En la figura 2 se representa la evolución en el tiempo de la digestión in vitro 
de un PL de referencia junto con la fracción de TG en presencia de la pancreatina, 
como único extracto enzimático responsable de la hidrólisis. En la digestión se 
observó la eficacia de la pancreatina en la hidrólisis del TG, liberándose cantidades 
fisiológicas de los productos de la hidrólisis, con un 75% de TG degradado en los 
mayores productos de su hidrólisis, FFA y MG. Sin embargo, la hidrólisis del PL por 
acción de la pancreatina fue menor, liberándose niveles de liso-PL relativamente 
bajos, lo que sugirió que la pancreatina no tenía suficientes unidades de actividad 
de PLA2 para alcanzar una digestión eficiente de PL. Este resultado llevó a la 
conclusión de que era necesario enriquecer la pancreatina con PLA2 para poder 
alcanzar niveles fisiológicos en la hidrólisis de PL.  
La dosis utilizada de PLA2 para llevar a cabo la hidrólisis de PL en el modelo 
de digestión se basó en el criterio establecido por Brogstrom (15), por el cual la 
concentración de PLA2 en el intestino correspondería con la cantidad suficiente de 
enzima capaz de hidrolizar completamente el PL a liso-PL. Se llevaron a cabo 
diferentes ensayos  para evaluar con qué PLA2 comercial se podía llegar a alcanzar 
un porcentaje de hidrólisis razonable y comparable con lo que se había observado 
que sucedía in vivo. Se probaron diferentes PLA2 comerciales, de procedencia 
porcina y de procedencia fúngica, a diferentes concentraciones, para evaluar el 
grado de hidrólisis que podrían alcanzar (datos no mostrados). En base a estas 
pruebas preliminares, se decidió enriquecer el extracto de pancreática con PLA2 
fúngica, debido a que alcanzaba niveles de hidrólisis fisiológicos a proporciones de 
adición razonables (15).  
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En la figura 3 se representa la evolución en el tiempo de la hidrólisis de PL en 
presencia de la PLA2 seleccionada, donde se pudo observar que la digestión de PL 
era prácticamente completa, liberándose como producto mayoritario de la 
hidrólisis liso-PL. Además, se pudo observar que la hidrólisis por parte de la PLA2 
no afectaba a la hidrólisis del resto de lípidos del medio de digestión, 
manteniéndose un transcurso de la hidrólisis de TG similar a lo que se había 
observado en ausencia de PLA2. 
 Por tanto, los resultados obtenidos tras la adaptación de las condiciones del 
medio indicaron que el modelo era capaz de reproducir resultados fisiológicos de 
digestión intestinal de PL, pudiendo ser utilizado como una herramienta útil para 
el estudio de la digestión del PHT. 
 
 
 
Figura 2. Evolución en el tiempo de los productos de digestión de PL y TG en ausencia de PLA2  
  
~ 188 ~ 
 
CAPÍTULO VI 
AGRA 
 
 
 
6.4.2. Digestión intestinal in vitro de Fosfolípido esterificado con 
Hidroxitirosol 
Para llevar a cabo esta digestión se reemplazó la fracción de PL procedente 
de la dieta (exógena) por el equivalente en PHT, manteniéndose la fracción de PL 
procedente de la secreción biliar (endógena) igual que en el modelo. De esta 
manera, el PHT co-existiría en el medio con el PL procedente de la secreción biliar 
durante el proceso de digestión. 
En la figura 4 se representa la evolución en el tiempo de los productos de 
digestión del PHT, donde se puede observar una hidrólisis progresiva del sustrato 
inicial a liso-PHT. Es importante destacar que la velocidad de hidrólisis del PHT fue 
menor que la del PL de referencia (figura 3), alcanzándose a los 60 min de la 
reacción solamente un 50% de hidrólisis del PHT. 
 
 
Figura 3. Evolución en el tiempo de los productos de digestión de PL y TG en presencia de PLA2  
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Teniendo en cuenta los resultados anteriormente obtenidos, y con el fin de 
estudiar con más detalle y en ausencia de cualquier otro fosfolípido, si la PLA2 
discriminaba frente a PHT, se realizaron dos pruebas: en una de ellas, la totalidad 
de fosfolípido del medio (tanto endógeno como exógeno) se adicionó en forma de 
PHT. En la otra, la totalidad de fosfolípido del medio se adicionó en forma de PL de 
referencia. A efectos comparativos, se tuvieron en cuenta los valores de liso-PL o 
liso-PHT que se liberaron durante la digestión. 
En la figura 5 se puede observar la velocidad de las digestiones del PHT y del 
PL de referencia. Los resultados confirmaron que la digestión del PHT era más 
lenta que la del PL de referencia. 
Justificar las diferencias en el grado y la velocidad de hidrólisis entre el PL 
de referencia y el PHT resulta complicado, debido a la falta de información en la 
bibliografía en relación a la hidrólisis de PL con modificaciones en la cabeza polar 
tan complejas, ya que se tratan de estructuras atípicas. Sin embargo, de manera 
general, se ha descrito la existencia de diferentes factores que podrían determinar 
la velocidad y el grado de hidrólisis enzimática de los PL. 
Figura 4. Evolución en el tiempo de los productos de digestión 
intestinal  de PHT 
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En base a lo que se puede encontrar en la literatura científica, se ha 
observado que la agregación en forma de micelas mixtas, estructuras lamerales, 
liposomas o emulsiones de los PL, parece ser necesaria para facilitar la interacción 
del sn-2 FA éster con la región catalítica de la PLA2 (20-22). Por otro lado, la 
presencia de otros lípidos en el medio de digestión podría influir en la forma de 
agregación, tanto de las cadenas de FA, como de la cabeza polar de los PL, 
alterando la acción de la PLA2 (22). Estos factores podrían ayudar a tratar de 
explicar las diferencias en los resultados del grado y velocidad de hidrólisis entre 
los dos sustratos de estudio, PL y PHT. Por otro lado, de acuerdo con Scott et al 
(22), la molécula que se encuentre esterificada en la posición sn-3 del PL parece 
que afectaría a la afinidad de la PLA2 por ese compuesto, ya que modifica la 
naturaleza del PL esterificado repercutiendo en las propiedades químicas y físicas 
del agregado que se forme, tales como la distribución de la carga superficial o el 
propio estado de agregación. En relación a estas propiedades, es importante 
destacar que el PL de referencia y el PHT podrían tener una carga neta diferente, 
debido a que el PL de referencia tendría una carga neta neutra (zwitterión), 
Figura 5. Cantidad de liso-PL y liso-PHT liberado en cada uno de los ensayos de hidrólisis, PL de 
referencia y PHT 
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mientras que el PHT sería un PL con carga negativa, debido al remplazamiento de 
la colina por HT.  
En este sentido, y con el fin de indagar en el diferente estado de agregación 
de los sustratos en el medio de digestión, se determinó el número de estructuras 
micelares formadas a los 60 min de reacción. Se pudo observar que durante la 
digestión del PHT se había formado un menor número de estructuras micelares al 
final de la digestión, en comparación con la digestión del PL de referencia (figura 
6). A su vez este resultado pareció estar correlacionado con el grado de hidrólisis 
del PHT, es decir, la menor digestión del PHT llevó a una menor formación de 
estructuras micelares en el medio de digestión.  
 
 
 
 
Figura 6. Grado de hidrólisis y número de estructuras micelares a los 60 min de digestión del PL de 
referencia y del PHT. 
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6.4.3. Bioaccesibilidad del Fosfolípido esterificado con Hidroxitirosol 
En base a los resultados que se representan en la figura 7, la mayoría de los 
productos de la hidrólisis, tanto lípidos neutros como polares, se encontraban 
principalmente formando parte de la MP, sugiriendo una elevada bioaccesibilidad. 
Por tanto, el vehículo desarrollado tendría una bioaccesibilidad comparable a la de 
un PL de referencia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Independientemente de la similitud entre las MP, se observaron ciertas 
diferencias en cuanto al resto de fases del medio. Comparando la cantidad de 
lípidos en la OP y en la PP de cada uno de los sustratos de estudio, se observó que 
la OP en el caso del PL de referencia era ligeramente mayor en comparación con el 
PHT (16% de OP para el PL respecto al 12% de OP para el PHT), mientras que la PP 
del PL de referencia era minoritaria con respecto a la obtenida en el caso del PHT 
(4% de PP para el PL de referencia respecto frente al 9% de PP para el PHT). 
Figura 7. Distribución de los productos lipídicos en las distintas fases del medio de digestión para 
cada uno de los sustratos, PL de referencia y PHT. 
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Con el fin de indagar en estas diferencias, a continuación se representan  
detalladamente las distribuciones específicas de las distintas especies lipídicas en 
cada una de las fases del medio de digestión. 
En la figura 8 se representan los resultados de la distribución en fases de los 
productos de digestión del PL de referencia, donde se observó que los productos 
polares liberados de la hidrólisis del PL, liso-PL y PL residual, se encontraban 
totalmente incluidos en la MP, sugiriendo una elevada bioaccesibilidad de estos 
compuestos. Estos resultados estaban en concordancia con lo que se había 
observado que podría suceder de manera fisiológica (15) tras la digestión de los PL 
a nivel intestinal, validando por tanto a su vez el modelo de digestión intestinal in 
vitro. 
 
 
 
Figura 8. Distribución de los productos lipídicos en cada fase del medio de digestión para el PL de 
referencia  
0
5
10
15
20
25
30
35
40
MP OP PP
g
/
 1
0
0
 g
 d
e
 p
ro
d
u
ct
o
s 
li
p
íd
ic
o
s 
to
ta
le
s TG
PL
DG
Cho
MG
SB
Liso-PL
FFA
Liso-PHT
PHT
  
~ 194 ~ 
 
CAPÍTULO VI 
AGRA 
 
Por otro lado, en la figura 9 se representan los resultados de la distribución 
de fases de los productos de la hidrólisis del PHT, donde se pudo observar que 
prácticamente la mayoría de los lípidos polares, liso-PHT y PHT residual, 
procedentes de la hidrólisis del PHT, se encontraban en la MP, sugiriendo una 
elevada bioaccesibilidad de ambos productos, aunque con ciertas diferencias 
respecto al PL de referencia.  
 
 
Por un lado, la bioaccesibilidad del FFA cambió de un 92% en el caso del PL 
de referencia a un 80% en el caso del PHT, debido a que una parte de FFA se 
encontró precipitada en la fase PP en el caso de la digestión de PHT. Igualmente, en 
el caso del PHT, se observó una menor bioaccesibilidad del mismo en relación al PL 
de referencia, encontrándose cierta cantidad de PHT precipitado en la PP. En 
general, se ha observado en la literatura científica que la precipitación de FFA 
durante la digestión intestinal podría estar relacionada, por un lado, con una 
limitación en la inclusión de los productos en las estructuras micelares y, por otro 
lado, con la formación de jabones de calcio que tienden a precipitar (23). En el caso 
Figura 9. Distribución de los productos lipídicos en cada fase del medio de digestión para el PHT. 
0
5
10
15
20
25
30
35
MP OP PP
g/
 1
0
0
 g
 d
e
 p
ro
d
u
ct
o
 li
p
íd
ic
o
 t
o
ta
l
TG
PC
DG
Cho
MG
SB
LisoPC
FFA
LisoPHT
PHT
 ~ 195 ~ 
 
CAPÍTULO VI 
AGRA 
 
concreto de este estudio, los FFA que esterificaban ambos PL eran los mismos, con 
lo que las diferencias observadas no tendrían por qué estar relacionadas con esta 
hipótesis. Teniendo en cuenta que los productos de la digestión del PHT formaban 
una cantidad menor de estructuras micelares al final de la digestión con respecto al 
PL de referencia (figura 6), y que en la composición de la PP se observó una 
precipitación de PHT junto al FFA, se podría plantear la hipótesis de que el PHT 
podría tener una menor capacidad emulsionante en comparación con el PL de 
referencia, lo que provocaría una disminución de la bioaccesibilidad de 
determinados FFA, así como una peor bioaccesibilidad del propio PHT en 
comparación con PLs habituales.   
 
6.4.4. Bioaccesibilidad de HT.  
Teniendo en cuenta los resultados observados en el apartado anterior, se 
consideró relevante evaluar la capacidad y magnitud del PHT como potencial 
vehículo lipídico del HT. Para ello, se llevó a cabo un estudio comparativo de la 
bioaccesibilidad del HT vehiculizado de dos maneras diferentes, 1) esterificado en 
forma de PHT, y 2) sin esterificar (HT libre), pero co-existiendo con fosfolípidos. De 
este modo, se intentó indagar cómo afectaría a la bioaccesibilidad del HT, la propia 
estructura de PL en el medio de digestión, incorporado de un modo u otro (libre en 
el medio o químicamente unido a HT). En tercer lugar, se llevaron a cabo 
digestiones de HT en presencia únicamente de TG (sin adición de PL exógenos de 
la dieta). En todos los casos, se mantuvo la fracción de PL endógeno 
correspondiente a la secreción biliar. 
De acuerdo con los resultados representados en la figura 10, la mayoría del 
HT se encontraba en la MP en las tres formas de estudio, sugiriendo una elevada 
bioaccesibilidad en los tres casos. 
Sin embargo, se observaron diferencias en la distribución entre las fases de 
los tres modos de administración del HT planteados. Por un lado, la cantidad de HT 
en la MP procedente de la digestión del PHT era significativamente superior a la 
observada en las otras dos formas de administración, debido principalmente a que 
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en la OP de la digestión del PHT no se detectó nada de HT, a diferencia del resto de 
formas de preparación de HT. Este resultado podría indicar que una determinada 
parte del HT, administrado de manera libre o pre-mezclado con un PL, podría ser 
más difícilmente dispersado en la MP en comparación con el PHT, tendiendo a 
permanecer en la OP. Probablemente esto podría ser debido a las propiedades 
anfifílicas del PHT debido a su estructura de PL, lo que podría permitir una mejor 
dispersión del PHT en la fase acuosa del medio en comparación con el HT, e 
indirectamente, una mejor dispersión del HT vehiculado.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Por lo tanto, los resultados obtenidos contribuyeron a la valoración del 
potencial de la molécula PHT como vehículo de HT, así como al estudio del 
comportamiento general del HT libre durante el proceso digestivo en presencia de 
lípidos.  
Figura 10. Distribución del HT entre las tres fases del medio de digestión en cada uno de los modos 
de administración planteados, HT libre, HT+PL dieta y PHT  
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6.4.5. Evaluación del efecto de la digestión in vitro en la actividad 
antioxidante del Fosfatidilhidroxitirosol. 
Recientemente, miembros del grupo de investigación IAF-UAM han llevado a 
cabo un completo estudio sobre la potencial actividad antioxidante del PHT en 
diversas matrices lipídicas, observándose una actividad comparable o superior a la 
del HT en algunas de estas matrices (24). Teniendo en cuenta estas evidencias 
científicas sobre la capacidad antioxidante del PHT, en el presente capítulo se 
consideró de interés llevar a cabo un estudio sobre la influencia del proceso de 
digestión intestinal en el efecto antioxidante del PHT. Este planteamiento se basó  
observando los datos bibliográficos en los que se ha descrito que la actividad 
antioxidante de determinados compuestos fenólicos puede resultar modificada 
tras la digestión gastrointestinal de los mismos, como observaron Pereira-Caro et 
al (16). Estos autores describieron la estabilidad oxidativa de productos 
antioxidantes del aceite de oliva virgen, HT e HT-acetato, después de ser digeridos 
en condiciones in vitro. Wootton-Beard et al (17) estudiaron la capacidad 
antioxidante de diferentes zumos de vegetales antes y después de su digestión in 
vitro, observando que determinados compuestos veían mejorada su capacidad 
antioxidante, mientras otros compuestos empeoraban, tras la digestión in vitro 
(17). Estos resultados indican la importancia de desarrollar vehículos de 
compuestos bioactivos que puedan proteger la actividad de los mismos durante el 
proceso de digestión gastrointestinal y la importancia de evaluar la actividad 
antioxidante de un determinado compuesto fenólico después de su digestión. 
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En la figura 11 se representan los resultados obtenidos de la medida de la 
actividad antioxidante del medio intestinal en presencia de HT libre o de PHT, 
antes y después de la digestión. Tal y como se puede observar, el HT libre no se vio 
afectado por el proceso de digestión intestinal, mostrando la misma actividad 
antioxidante, antes y después de la misma. Comparando los resultados con el PHT, 
el HT libre presentaba una mayor actividad antioxidante, tanto antes como 
después de la digestión intestinal. Con lo cual, independientemente del momento 
de digestión, el HT mostró ser un antioxidante más efectivo en el medio intestinal 
que el vehículo de síntesis PHT. Sin embargo, en el caso particular del PHT, se 
observó que el valor de EC50 del PHT digerido fue significativamente menor que el 
observado para el PHT sin digerir, lo cual podría indicar que los productos de la 
hidrólisis del PHT, presumiblemente el mayoritario, liso-PHT, podrían presentar 
una capacidad antioxidante mayor que la del PHT. Este resultado se puede 
considerar razonable, teniendo en cuenta que el liso-PHT sería una molécula más 
hidrofílica y de menor tamaño que el PHT, pudiendo favorecer su efecto sobre el 
radical DPPH. 
  Figura 11. Capacidad antioxidante del HT libre y del PHT antes y después de la digestión, 
representando los valores de EC50 en cada caso. 
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6.5. CONCLUSIONES 
Se desarrolló un modelo de digestión intestinal in vitro para digerir PLs, 
capaz de proporcionar resultados fisiológicos. La aplicación de este modelo de 
digestión en el estudio del producto de síntesis PHT permitió concluir que este 
derivado es reconocido por la PLA2 durante la simulación del proceso de digestión 
intestinal in vitro, aunque de una manera menos eficiente que un PL de referencia.  
Por otro lado, el producto mayoritario de la hidrólisis del PHT, el liso-PHT, 
junto con la mayoría del PHT no digerido, mostraron una buena bioaccesibilidad, 
similar a la de un PL de referencia, siendo por tanto la mayoría del HT vehiculizado 
bioaccesible.  
Finalmente, el PHT digerido mostró una capacidad antioxidante superior al 
PHT sin digerir, indicando un potencial efecto bioactivo de la forma liso-PHT 
superior a la forma no hidrolizada.  
No obstante, sería necesaria una mayor evaluación de la potencial 
bioactividad del PHT y de sus productos de hidrólisis con estudios más concretos 
en condiciones in vivo, para poder validar la vehiculización del HT en forma de PL. 
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CAPÍTULO VII: “DISCUSIÓN CONJUNTA” 
7.1. DESARROLLO DE MODELOS DE DIGESTIÓN IN VITRO PARA 
DIFERENTES SUSTRATOS LIPÍDICOS 
A lo largo de la presente Tesis se han ido explicando los diferentes cambios 
que han tenido que ser llevados a cabo a partir de un modelo de digestión 
intestinal in vitro de partida para poder llegar a obtener un modelo que 
reprodujera resultados similares a los descritos en estudios in vivo para cada uno 
de los diferentes sustratos lipídicos de estudio, es decir, acilgliceroles, 
alquilgliceroles, ésteres de fitosterol o fosfolípidos. Todo ello con la finalidad de 
poder aplicar estos modelos posteriormente en la evaluación del proceso digestivo 
de especies lipídicas nuevas de síntesis, como son alquilgliceroles esterificados con 
ácido butírico, fitosteroles esterificados con CLA o fosfolípidos esterificados con HT 
en su cabeza polar; así como otras especies lípidicas de interés bioactivo y/o 
tecnológico como son los glicéridos parciales. Para todos ellos se ha hecho hincapié 
en la importancia de partir previamente de modelos que hubieran sido validados 
frente a las formas lipídicas análogas habituales. 
Sin embargo, como se ha ido mostrando a lo largo de los capítulos anteriores, 
no es frecuente encontrar modelos de digestión in vitro estándar para cualquier 
sustrato lipídico, por lo que es necesario adaptar los modelos de digestión al 
sustrato que se pretende estudiar, sobre todo cuando se tratan de especies 
lipídicas específicas. Las adaptaciones llevadas a cabo en cada modelo fueron 
necesarias debido, por una lado, a que lo que principalmente se encuentra descrito 
en la bibliografía son modelos de digestión in vitro para TG, no siendo aplicables a 
otras especies lipídicas. Por otro lado, como ya se comentó en el Capítulo I, muchos 
de estos modelos descritos en la bibliografía presentan la problemática de mostrar 
una gran variabilidad en cuanto a las condiciones del proceso aplicadas, en algunos 
casos incluso muy alejadas de condiciones fisiológicas, lo que hizo por tanto 
necesario un esfuerzo previo de desarrollar un modelo que reprodujera resultados 
lo más fisiológicos posibles para la forma más habitual de lípidos, los TG. Sobre 
este modelo desarrollado y validado, sería sobre el que posteriormente se irian 
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haciendo las correspondientes modificaciones para adaptarlo a otras especies 
como ésteres de fitosterol o fosfolípidos, tal y como se ha ido mostrando en los 
capítulos anteriores. 
En base a este razonamiento, la memoria de la Tesis se encuentra 
estructurada en función de los diferentes grupos lipídicos que se han estudiado: 
acilgliceroles y alquilgliceroles, ésteres de fistosterol y fosfolípidos. No obstante, es 
importante señalar que la cronología de las actividades experimentales de la Tesis 
evolucionaron en un orden diferente al orden de presentación de la memoria 
descrita. En concreto, cronológicamente se realizaron primero los estudios 
descritos en el Capítulo III, seguido de los estudios del Capítulo V, siendo las 
actividades del Capítulo IV y del Capítulo VI las últimas llevadas a cabo. Esta es la 
razón por la cual los modelos descritos en los Capítulos IV y VI son los más 
complejos de todos, debido a que el modelo de digestión in vitro que se desarrolló 
en el Capítulo III ha ido modificándose y evolucionando progresivamente en este 
mismo orden (III, V, IV y VI), a lo largo de las actividades experimentales llevadas a 
cabo en esta Tesis. Por tanto, con el fin de entender cómo ha ido evolucionando el 
modelo de digestión a lo largo de la presente Tesis, y  poder comprender cada una 
de las adaptaciones particulares que han sido necesarias para cada sustrato 
lipídico, a lo largo de los siguientes apartados se realizará una discusión conjunta 
de los cambios más relevantes realizados sobre el modelo en cada uno de los 
capítulos, especialmente a la hora de realizar la adaptación del modelo desde un 
uso para acilgliceroles (TG), a su aplicación a formas lipídicas diferentes como PS o 
PL 
Además, hay que recordar que a lo largo de los distintos capítulos, no sólo 
han sido necesarias modificaciones sobre el propio modelo de digestión, sino que 
en algunos casos los procedimientos posteriores de extracción lipídica de las 
muestras o análisis intrumental, también han ido requiriendo adaptaciones para 
cada especie lipídica. Igualmente estos cambios serán discutidos conjuntamente en 
los siguientes apartados. 
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7.1.1. Modificaciones del modelo de digestión in vitro 
 
Tipo de enzima y relación enzima/sustrato  
Comenzando con el desarrollo del modelo para TG, uno de los principales 
aspectos iniciales a considerar fue el tipo de enzima a utilizar y la relación 
enzima/sustrato más adecuada. Como fue razonado en el Capítulo III, en los 
modelos de digestión in vitro desarrollados en la presente Tesis, tanto para 
acilgliceroles, alquilgliceroles, PS y PL se utilizó la pancreatina como principal 
fuente de enzimas lipolíticas. Esto fue debido a que al tratarse de un extracto del 
páncreas (1), contiene no sólo lipasa pancreática, sino también el cofactor de esta, 
la co-lipasa, así como, presumiblemente, otras enzimas que podrían ser de interés 
para la digestión de otras especies lipídicas, como la colesterol esterasa para el 
caso de los PS y la PLA2  para el caso de los PLs, en el mismo producto. Sin 
embargo, como se pudo comprobar en los correspondientes capítulos, la 
pancreatina no fue suficiente como única fuente enzimática para llevar a cabo una 
digestión fisiológica de PS y PLs, con lo cual para ambos casos fue necesario 
realizar un enriquecimiento del medio con colesterol esterasa y PLA2, 
respectivamente.  
En cuanto a los niveles de todas las enzimas utilizadas, para todas ellas se 
aplicó el mismo criterio de adición de una cantidad suficiente, y siempre dentro de 
un rango razonable a los descritos in vivo, que permitiera alcanzar un grado de 
hidrólisis similar a los descritos in vivo (2).  
 
Simulación de una situación de “fed state” y coingesta lipídica 
Otra de las adaptaciones que requirió el modelo incial de digestión fue la 
adaptación a condiciones que simularan una ingesta de alimentos (“fed state”), 
para lo cual fue necesario llevar a cabo varios cambios en el modelo inicial.  
Por un lado, fue necesaria la incorporación de la proporción adecuada de SB y 
PL que simularan adecuadamente la secreción biliar durante la digestión de 
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alimentos. Este cambio se practicó en la primera adaptación del modelo a TG ya en 
el Capítulo III y se mantuvo igualmente para PS y PL.  
Por otro lado, la simulación de una situación de “fed state” llevó a la 
necesidad de tener que incorporar para varias formas lipídicas lo que se denominó 
como “lípido de acompañamiento”.  Este aspecto se razonó teniendo en cuenta que 
especies lipídicas minoritarias de la dieta, como pueden ser PS o PL, habitualmente 
forman parte de una fracción lipídica mayoritaria principal (TG), por lo que lo 
razonable sería simular su proceso de digestión co-existiendo en el medio con esta 
forma mayoritaria. Por otro lado, se ha observado en diferentes estudios de la 
bibliografía que la digestión de estas especies lipídicas minoritarias, suelen ver 
facilitado su proceso de digestión y absorción por la co-existencia con otros lípidos 
en el medio (3-5).   
Por tanto, en base a estos razonamientos, para el desarrollo de modelos de 
digestión de PS y PL, se determinó que era necesario adicionar una cantidad 
determinada de TG como “lípido de acompañamiento”.  
Por otro lado, hay que señalar que a la hora de llevar a cabo la digestión de 
especies de alquilglicerol en el Capítulo III, no existía información previa al 
respecto de la influencia de otros lípidos en el proceso de digestión de estos lípidos 
minoritarios, por lo que se llevó a cabo el estudio inicialmente digiriendo los 
sustratos de alquilgliceroles sin la coexistencia de ningún otro lípido en el medio. 
Cuando posteriormente se estableció una comparativa con el proceso de digestión 
de alquilgliceroles en presencia del “lípido de acompañamiento” en forma de TG, se 
comprobó que igualmente en el caso de este sustrato se veía mejorada la 
bioaccesibilidad de los productos de digestión (Capítulo III, figura 7). Con lo cual, 
se concluyó que para esta especie lipídica, la coexistencia de un “lípido de 
acompañamiento” en el proceso de digestión, simulando una situación de 
coingesta con otros lípidos de la dieta mejora significativamente su 
bioaccesibilidad. En cualquier caso, el modelo de digestión utilizado inicialmente, 
“fasted state”, podría ser también perfectamente válido para un nutracéutico que 
se toma sin ir acompañado de alimento. 
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Pre-emulsión del medio de digestión y simulación de la fracción lipídica exógena y 
endógena  
Los compuestos lipídicos para poder ser digeridos es necesario que se 
encuentren emulsionados en el medio de digestión (6, 7-9), como ya se explicó en 
el Capítulo I. En base a ello, cuando se inició el desarrollo del primer modelo de 
digestión para acilgliceroles en el Capítulo III se consideró necesario pre-
emulsionar los lípidos del medio de digestión antes de adicionar la lipasa 
pancreática. Igualmente, este procedimiento fue llevado a cabo en el estudio 
posterior con PS (Capítulo V).  
Sin embargo, a medida que se fue avanzando en la complejidad del modelo de 
digestión, esta etapa de pre-emulsión fue también nuevamente modificada. La base 
de los cambios se planteó cuando se quiso llevar a cabo el desarrollo de un modelo 
de digestión para PL, donde surgió la problemática de tener que adicionar tanto 
PLs exógenos de la dieta como PLs endógenos de la secreción biliar. Se consideró 
que la diferente dispersión de los PLs de las distintas fracciones debería 
prepararse de manera separada, intentando simular la pre-emulsión de los lípidos 
de la dieta, que posteriormente accederían al intestino para interaccionar con la 
secreción biliar preformada e iniciarse así el proceso de digestión (9).   
Esta modificación llevada a cabo para el desarrollo del modelo de digestión 
de PL se consideró más próxima a condiciones fisiológicas, con lo cual se mantuvo 
también en el resto de estudios posteriores llevados a cabo, como fue el proceso de 
digestión de glicéridos parciales, tal y como fue comentado en el capítulo IV de la 
presente Tesis. 
Además de todos estos cambios principales que fue necesario aplicar para 
poder llevar a cabo la adaptación del modelo de TG a otras especies lipídicas, es 
importante recordar que el propio modelo de digestión de TG inicial requirió su 
modificación previa en cuanto a otros aspectos ya discutidos con detalle en el 
Capítulo III y IV. En concreto, se llevó a cabo la evaluación de la forma de 
preparación del extracto de pancreatina, el establecimiento del tiempo final de 
digestión, o la indagación en el problema de acilmigración del modelo, que llevó a 
la eliminación de soluciones básicas como herramienta de control del pH, siendo 
necesario un incremento de la fuerza iónica del tampón de digestión en su lugar. 
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Finalmente, una vez que se han comentado detalladamente los principales 
cambios llevados a cabo para cada uno de los modelos desarrollados, y cómo ha 
ido evolucionando progresivamente el modelo de digestión, se ha querido ilustrar 
de manera más visual cómo era el modelo de digestión inicial y cómo es 
actualmente el modelo de digestión final que se ha llegado a desarrollar con la 
conclusión de la presente Tesis (figura 2). En rojo se muestran los principales 
parámetros modificados. 
 
a.  Modelo de digestión in vitro inicial 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b. Modelo de digestión in vitro final 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lecitina (50 mg) 
Sales Biliares (250 mg) 
Pancreatina (20 mg) 
Tampon pH 7,5 (6 mL) 50 mM 
 
Muestra lipídica  
Tampón pH 7,5 50 mM (54 g) 
CaCl2  
NaCl  
Agitación 2 h a 37ºC 
a)  Fracción exógena 
Muestra lipídica  
Aceite de Oliva  
Tampón pH 7,5 (17 mL) 100 mM 
b) Secreción endógena  
Lecitina (100 mg) 
Sales Biliares (250 mg) 
Colesterol (20 mg) 
Tampón Triz-Mal pH 7.5 (10 mL) 100 mM 
CaCl2  
NaCl  
Homogeneización 
1 h- 37ºC Homogeneización 
2 min-3500 rpm 
Homogeneización 
Figura 2. Evolución del modelo de digestión, representándose a) Modelo de digestión in vitro inicial, 
b) Modelo de digestión in vitro final 
Extracto de PLA2 (0,16mg /mL) 
Extracto de Colesterol Esterasa (0,064 mg/ml) 
Valoración con NaOH 
Extracto de pancreatina (16 mg/mL) 
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7.1.2. Modificaciones del método de extracción de componentes 
lipídicos 
Como se comentó anteriormente, no solamente es importante prestar 
atención al modelo de digestión in vitro, sino también a las técnicas analíticas 
posteriores, que van a permitir evaluar los resultados obtenidos de la hidrólisis. En 
concreto, es importante tener en cuenta, en primer lugar las distintas técnicas 
utilizadas para extraer del medio acuoso de digestión los productos lipídicos 
liberados de la hidrólisis, procedentes de componentes lipídicos de diferentes 
familias. Por ello, es de especial interés comentar las diferentes mezclas de 
disolventes orgánicos utilizadas en cada uno de los capítulos de la presente Tesis, 
en función de la familia lipídica de estudio (10). 
Cuando se inició el desarrollo del primer modelo de digestión para TG en el 
Capítulo III, para extraer los productos de la hidrólisis del aceite de oliva, fueron 
necesarias diferentes pruebas de extracción lipídica, utilizando varias mezclas de 
disolventes de distinta polaridad con el fin de seleccionar el mejor medio y las 
mejores condiciones que garantizaran el mayor grado de recuperación de muestra 
lipídica. Se probaron los disolventes n-hexano, metil ter- butil éter, acetona, y 
mezclas de n-hexano: metil ter- butil éter a diferentes proporciones volumétricas 
(Figura 3). Además, se probaron diferente número de extracciones (1-3 
extracciones sucesivas) hasta determinar la mezcla con la que mayor rendimiento 
se obtuvo, siendo esta la de n-hexano: metil ter- butil éter (50:50, v:v), y llevando a 
cabo 2 extracciones sucesivas sobre la muestra con esta mezcla (98% de 
recuperación). 
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Cuando este procedimiento desarrollado para TG fue aplicado 
posteriormente en los estudios del Capítulo III para el análisis de los respectivos 
productos de hidrólisis de TB y D-SCAKG,  también fueron necesarias diferentes 
modificaciones del proceso de extracción, debido a que el ácido butírico liberado 
durante la digestión no se podía extraer eficientemente con la mezcla elegida para 
el aceite de oliva. Entre las pruebas llevadas a cabo se encontró como método más 
adecuado la acidificación mediante HCl (11) del medio de digestión antes de llevar 
a cabo la extracción lipídica. Este paso era necesario para evitar la parcial 
disociación del ácido butírico y así poder extraerlo de forma cuantitativa del medio 
de digestión para su posterior análisis y cuantificación. Por otro lado, en este caso 
se observó que realizando una única extracción se obtenía un porcentaje de 
recuperación cercano al 100%. 
El método de extracción de los productos de la hidrólisis del modelo de 
digestión intestinal in vitro para digerir glicéridos parciales fue también 
ligeramente diferente al de los TG.  La inclusión de una segunda etapa de 
extracción con cloroformo:metanol fue necesaria debido a que únicamente con la 
Figura 3. Porcentajes de recuperación con las distintas mezclas de disolventes testadas después 
de dos ciclos de extracción en cada caso 
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mezcla de disolventes de partida no se llegaban a extraer todos los productos de la 
hidrólisis, debido a que las mezclas de glicéridos liberan mayores cantidades de 
lípidos de mayor polaridad, como son el DG y el MG. Así, se pasó de un 85% de 
recuperación utilizando sólo la primera etapa de extracción, a casi un 96% de 
recuperación llevando a cabo las dos etapas comentadas. 
En el caso del método de extracción de los productos de la hidrólisis de PS  de 
nuevo se pudo comprobar que el método de extracción desarrollado para TG en el 
Capítulo III no logró alcanzar un porcentaje de extracción adecuado, obteniendo 
valores cercanos al 70 %. Por este motivo se llevaron a cabo diferentes pruebas, 
basándose en métodos previamente descritos en la bibliografía más específicos 
para esteroles y ésteres de esterol (12). Alguna de las mezclas de extracción que se 
probaron se detallan en la figura 4. El porcentaje de recuperación de la mezcla de 
disolventes seleccionada fue próxima al 98%. 
 
 
Finalmente, en el caso de la extracción de los productos de la hidrólisis de los 
PLs se encontraron ciertas dificultades en la extracción debido a la polaridad de los 
Figura 4. Porcentajes de recuperación con las distintas mezclas de disolventes testadas después de 
dos ciclos de extracción en cada caso 
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productos de la hidrólisis, especialmente del liso-PHT. Además, de nuevo en este 
caso se hizo necesaria una acidificación del medio, de acuerdo a otros métodos de 
extracción previamente descritos en la bibliografía (13) o desarrollados por 
miembros del grupo de investigación IAF-UAM (14). Se probaron diferentes 
proporciones de cloroformo: metanol, añadiendo distintas cantidades de dos 
ácidos, fórmico y fosfórico. El ácido fosfórico permitió disolver el liso-PHT en la 
mezcla final de disolventes y productos de la hidrólisis, sin formar precipitados ni 
enturbiar la mezcla de disolventes, tal y como sucedía en ausencia de acidificación. 
Finalmente, se comprobó que el porcentaje de recuperación de productos era 
cercano al 94% 
 
7.1.3. Modificaciones del método analítico  
Es importante señalar que dependiendo de la especie lipídica estudiada, así 
como el objetivo buscado, fue necesario en algunos casos utilizar métodos 
analíticos diferentes, los cuales se van a comentar brevemente, haciendo referencia 
a la causa que justificó dichos cambios. 
A lo largo de varios capítulos (III, IV y VI), se ha mostrado como la 
metodología analítica más habitual utilizada para los productos de la hidrólisis de 
naturaleza neutra (TG, DG, MG, FFA) fue HPLC con detector de ELSD, aplicando un 
método analítico que había sido previamente desarrollado por miembros del 
grupo de investigación IAF-UAM (15).  
Sin embargo, en el caso del análisis de los productos de la hidrólisis de la TB y 
del D-SCAKG, este se llevó a cabo mediante GC-FID (16).  A pesar de tratarse de 
productos de hidrólisis también de naturaleza neutra, se utilizó una técnica y un 
detector diferente debido a la volatilidad del producto de hidrólisis mayoritario de 
ambos sustratos, el ácido butírico. El detector utilizado en HPLC es un detector 
evaporativo de dispersión de luz (ELSD) que se caracteriza porque volatiliza 
completamente la fase móvil en una cámara de nebulización, por lo que en dicho 
proceso volatilizaría también compuestos como el ácido butírico que finalmente no 
sería detectable por el equipo. 
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Por otro lado, para analizar los productos de la hidrólisis liberados durante la 
digestión de los PS se utilizó igualmente un equipo de GC-FID acoplado además a 
un detector MS (16). En este caso, se utilizó GC debido a que la columna de sílice 
utilizada en los análisis por HPLC no es capaz de separar los distintos esteroles y 
ésteres de esterol que formaban parte de los productos de la hidrólisis. Como ya se 
comentó en el capítulo V, esta diferente composición de ambos sustratos de 
estudio permitió poder explicar el distinto comportamiento durante la digestión in 
vitro de los dos PS. Por otro lado, el detector MS permitió verificar la identificación 
correcta de cada uno de los picos del cromatograma en función de su espectro de 
masas. 
Por último, se llevó a cabo el análisis más complejo para el caso de los 
estudios desarrollados en el Capítulo VI para PL y PHT, debido a la coexistencia de 
lípidos polares y neutros en la misma muestra, y siendo todos ellos necesarios 
analizar para conseguir los objetivos planteados en el estudio. Por un lado, para 
analizar los lípidos de naturaleza neutra, se utilizó la misma metodología descrita 
anteriormente mediante HPLC-ELSD.  Por otro lado, para analizar los lípidos de 
naturaleza polar, se partió de un método analítico desarrollado previamente por 
miembros del grupo de investigación IAF-UAM para PL y PHT (14), pero sobre el 
cuál fue necesario llevar a cabo ciertos cambios que permitieran un adecuado 
análisis de los productos de digestión, principalmente liso-PHT. Es importante 
recordar además, que previamente fue necesario llevar a cabo la purificación de un 
patrón de liso-PHT para poder cuantificar este compuesto en el medio de 
digestión.  
 
7.2. APLICACIÓN DE MODELOS DE DIGESTIÓN IN VITRO EN LA 
EVALUACIÓN DEL POTENCIAL BIOACTIVO DE LÍPIDOS 
 A lo largo de los ensayos de desarrollo y aplicación de modelos de digestión 
in vitro realizados en esta Tesis se ha podido estudiar uno de los aspectos 
fundamentales planteados para todos los lípidos de interés, conocer su 
comportamiento durante la digestión, así como la bioaccesibilidad de cada uno de 
ellos. Pero adicionalmente, a lo largo de los distintos capítulos, gracias a la 
aplicación de los modelos de digestión desarrollados, se han podido estudiar otros 
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aspectos adicionales al proceso digestivo. Estos otros aspectos han estado más 
cercanos con la evalución de la potencial bioactividad de cada uno de los 
compuestos lipídicos estudiados. Es por ello que en el presente apartado se 
pretende hacer una discusión conjunta de las distintas aplicaciones y usos que se 
han podido obtener a partir de los modelos de digestión desarrollados, 
independientemente del lípido en cuestión, como son lo siguientes:  
 
 Aplicación de modelos de digestión en la evaluación de la digestión y 
bioaccesibilidad 
Tras el desarrollo de los distintos modelos de digestión in vitro llevados a cabo 
en los diferentes capítulos de la presente Tesis, la primera aplicación de los 
modelos que se realizó fue evaluar en detalle el comportamiento digestivo de 
cada uno de los lípidos de interés (D-SCAKG, glicéridos parciales, PS-CLA y 
PHT).   
Realizando una comparativa conjunta de estos productos experimentales, se 
pudo observar que todos los sustratos de estudio fueron reconocidos por las 
enzimas digestivas correspondientes, aunque en mayor o menor medida, 
alcanzando grados de hidrólisis en algunos casos comparables a los lípidos 
análogos de referencia, y en otros casos mostrando un comportamiento 
diferente a dichos lípidos control. Así, se mostró cómo los TG (tanto de aceite de 
oliva como TB) eran hidrolizados por la lipasa pancreática, más eficientemente 
y de una manera diferente a como sucedió con el producto experimental de D-
SCAKG, el cual presentaba como producto mayoritario el compuesto 
alquilglierol monoesterificado (M-SCAKG), mientras que en el caso de los TG el 
producto mayoritario eran los FFA.  De igual modo, el grado y velocidad de 
hidrólisis del producto experimental PHT fue inferior al PL control de 
referencia. Por el contrario, el producto de síntesis PS-CLA mostró un 
comportamiento muy similar al control PS-C; y en el caso del estudio de 
aplicación llevado a cabo en glicéridos parciales, incluso se demostró cómo el 
grado y velocidad de hidrólisis de estos sustratos fue superior al lípido control 
de referencia en forma de TG.  
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Por otro lado, en cuanto a la aplicación de los modelos desarrollados para 
evaluar la bioaccesibilidad de los lípidos de estudio, se pudo comprobar que la 
mayor parte de los productos de la hidrólisis de los diferentes sustratos 
mostraron una buena bioaccesibilidad, siendo por lo general similar a la de los 
lípidos utilizados como estándar para cada uno de los lípidos experimentales. 
No obstante, en algunos casos particulares se observaron ciertas diferencias. 
Por ejemplo, para el caso de los productos de digestión de D-SCAKG se pudo 
demostrar que su bioaccesibilidad era limitada si no se acompañaba de otros 
lípidos en el medio. Igualmente, para el caso de los productos de digestión de 
PHT, parte del PHT no hidrolizado mostró una limitada bioaccesibilidad. Por el 
contrario, en el caso del PS-CLA, este mostró una bioaccesibilidad comparable al 
PS-C; y en el caso del estudio de glicéridos parciales, la bioaccesibilidad fue 
incluso superior a los TG control de referencia. 
 
 Aplicación de modelos de digestión en la evaluación de la bioactividad en 
células intestinales 
La aplicación del modelo de digestión in vitro desarrollado permitió estudiar la 
potencial bioactividad del D-SCAKG relacionada con su actividad 
anticancerígena sobre un modelo celular. Asimismo, con la aplicación de este 
modelo de digestión y su posterior combinación con el modelo celular tumoral 
se pudo conocer qué componentes liberados de la hidrólisis fueron los 
principales responsables de llevar acabo la potencial actividad anticancerígena 
del D-SCAKG. 
Sin embargo, independientemente del efecto bioactivo del producto D-SCAKG, 
en este apartado resulta relevante destacar que gracias a la aplicación del 
modelo de digestión se pudieron demostrar dos aspectos fundamentales: 1) que 
tanto la digestión previa del producto, como 2) su inclusión en estructuras 
micelares, fueron necesarios para evidenciar una bioactividad.  
Por tanto, la aplicación del modelo in vitro llevada a cabo demostró la 
importancia que tiene el hecho de que un potencial lípido bioactivo se vea 
sometido al proceso de digestión previo cuando lo que se quiere es evaluar el 
efecto bioactivo que tendrá después de su ingesta. Estos datos resultan además 
muy relevantes dado que, principalmente, lo que se encuentra descrito en la 
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bibliografía en cuanto a lípidos bioactivos, son estudios de bioactividad en 
cultivos celulares con la adición directa del componente lipídico al medio de 
cultivo, sin haber considerado y evaluado el paso previo de hidrólisis que 
sufriría dicho lípido tras una administración oral, con la consecuente 
degradación hacia productos de digestión que serían los potencialmente 
bioactivos, así como la distribución física en la que se encontrarían en forma 
micelada. 
 
 Aplicación de modelos de digestión en la selección de glicéridos parciales 
con fines diferentes 
Otra de las apliaciones diferentes que permitió la aplicación del modelo de 
digestión in vitro fue la posibilidad de seleccionar distintos glicéridos parciales o 
sus mezclas en base a  diferentes fines: 1) glicéridos parciales como agentes 
hipocalóricos u otras bioactividades, 2) glicéridos parciales como sistemas 
autoemulsionables para la formulación de vehículos lipídicos, y 3)  combinación 
de ambos efectos.   
En concreto, gracias a la aplicación del modelo in vitro desarrollado, y 
centrándose en el estudio detallado de la proporción de las especies liberadas 1-
MG y 2-MG, así como el ratio entre estos dos productos, junto con la capacidad 
de formación de estructuras micelares, se pudo razonar qué forma glicérida 
sería más idónea para cada una de las finalidades descritas.   
 
 Aplicación de modelos de digestión en la evaluación del efecto 
hipocolesterolémico 
Mediante la aplicación del modelo de digestión in vitro previamente 
desarrollado para ST, se pudo evaluar el potencial hipocolesterolémico del 
producto experimental PS-CLA. En concreto, la aplicación del modelo permitió 
indagar en uno de los mecanismos específicos de acción de los PS: el 
desplazamiento del Cho de la fase bioaccesible micelar.   
Adicionalmente, gracias a la aplicación del modelo de digestión in vitro, e 
independientemente de la magnitud del efecto hipocolesterolémico obtenido, se 
han podido estudiar determinados mecanismos de acción que pueden tener 
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lugar durante la digestión intestinal de esta forma esterificada de PS con CLA y 
su acción sobre el desplazamiento de Cho; así como la implicación que pueden 
tener las distintas formas de PS presentes en el medio, o los propios ácidos 
grasos esterificados.  
 
 Aplicación de modelos de digestión en la evaluación del efecto del proceso 
digestivo sobre la actividad antioxidante 
En los apartados anteriores se han ido demostrando distintas aplicaciones del 
modelo de digestión in vitro relacionadas con la evaluación de la potencial 
bioactividad de los distintos lípidos de estudios. Finalmente, en el capítulo VI, se 
llevó a cabo la aplicación del modelo de digestión in vitro con una finalidad algo 
diferente a las mostradas hasta ahora, ya que se trató de evaluar 
fundamentalmente, no la bioactividad por sí misma, sino el efecto que podrían 
tener sobre la bioactividad las propias condiciones del proceso de digestión. 
Sería esta por tanto, otra aplicación adicional que permitirían los modelos de 
digestión desarrollados. 
En concreto, se determinó el cambio en la actividad antioxidante del producto 
experimental PHT tras el tiempo final de digestión. Así, gracias a la aplicación 
del modelo de digestión más allá del simple estudio de la digestión, se pudo 
evidenciar que el producto digerido PHT presentó una mejor actividad 
antioxidante que el producto antes de digerir. 
Por tanto, al igual que se demostró en el caso del estudio llevado a cabo con el 
producto D-SCAKG en cultivos celulares, de nuevo los resultados obtenidos de 
esta aplicación indicaron la importancia de llevar a cabo previamente un 
proceso de digestión in vitro en el estudio de la potencial bioactividad de un 
determinado producto, permitiendo estudiar además el efecto del proceso de 
digestión de un determinado compuesto sobre su potencial bioactividad. 
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CAPÍTULO VIII: “CONCLUSIONES GENERALES” 
 
A lo largo de los diferentes capítulos que conforman la presente Tesis se han 
comentado las conclusiones específicas de cada uno de los trabajos llevados a cabo. 
En este apartado se describirán las conclusiones generales derivadas de todo el 
trabajo desarrollado en la presente Tesis. 
1. Se han desarrollado diferentes modelos de digestión intestinal in vitro para la 
evaluación del proceso de digestión intestinal de tres formas lipídicas diferentes: 
glicéridos, fitosteroles y fosfolípidos. 
 
2. La aplicación de estos modelos ha permitido el estudio tanto del proceso de 
digestión como de la potencial bioaccesibilidad de las tres formas lipídicas de 
estudio. 
 
3. Los modelos in vitro desarrollados son capaces de reproducir resultados 
fisiológicos similares a los descritos in vivo en cuanto al grado de digestión y 
bioaccesibilidad, tanto de glicéridos, como de fitosteroles y fosfolípidos. 
 
4. La aplicación de los modelos desarrollados ha permitido conocer que 
alquilgliceroles esterificados con ácido butírico y fosfolípidos esterificados con 
hidroxitirosol se digieren en menor medida que sus formas análogas en forma de 
glicéridos o fosfolípidos, respectivamente. Por el contrario, la digestión de 
fitosteroles esterificados con CLA es comparable a la de formas análogas de 
fitosteroles; y la digestión de glicéridos parciales resulta superior a formas de 
triglicéridos de referencia. 
  
5. En cuanto a la bioaccesibilidad, la aplicación de los modelos desarrollados ha 
permitido conocer que simulando una situación de co-ingesta con los lípidos 
habituales de la dieta,  todas las formas lipídicas de síntesis evaluadas presentan 
una buena bioaccesibilidad. 
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6. Por otro lado, la aplicación de los modelos de digestión intestinal in vitro ha 
permitido también evaluar los siguientes aspectos: 
6.1. La mezcla de productos de digestión generados a partir de alquilglicerol 
esterificadas con ácido butírico muestran un potencial efecto antiproliferativo 
en células intestinales, habiéndose demostrado además la importancia de que 
estos productos se encuentren incluidos en las formas micelares bioaccesibles.  
 
6.2. Las mezclas de glicéridos parciales a base de 1(3)-diglicéridos/1-
monoglicéridos resultan de gran interés tras el proceso digestivo por aunar 
potenciales efectos bioactivos, una buena capacidad autoemulsionable, y la 
ventaja económica adicional que supone la obtención de esta mezcla lipídica.  
 
6.3. Los fitosteroles esterificados con CLA muestran un potencial efecto 
hipocolesterolémico a nivel de desplazamiento del colesterol micelar durante 
el proceso de digestión, con la ventaja adicional de vehicular el ácido graso 
bioactivo CLA. 
 
6.4. El producto de digestión mayoritario del lípido de síntesis 
fosfatidilhidroxitirosol, el liso-fosfatidilhidroxitirosol, podría ser de mayor 
interés bioactivo que el producto sin digerir ya que presenta  una mayor 
actividad antioxidante tras el proceso de digestión. 
 
7. Por último, entendiendo las limitaciones que suponen los modelos in vitro, los 
resultados obtenidos únicamente se pueden considerar preliminares u 
orientativos, y en cualquier caso serían necesarios ensayos adicionales en 
condiciones in vivo con el fin de validar tanto los resultados relativos al 
comportamiento digestivo de los distintos lípidos de síntesis, así como aquellos 
indicios obtenidos en cuanto a su bioactividad. 
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En el siguiente Anexo se detalla la producción científica a la que ha dado 
lugar la presente Tesis, tanto en forma de artículos en revistas científicas 
indexadas, así como comunicaciones a congresos. 
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2. M.I. Moran-Valero, D. Martin, G. Torrelo, G. Reglero, C.F. Torres. Phytosterols 
Esterified with Conjugated Linoleic Acid. In Vitro Intestinal Digestion and 
Interaction on Cholesterol Bioaccessibility. Journal of Agricultural and Food 
Chemistry, 60, 11323-11330. 2012 
3. S. Molina, M.I. Moran-Valero, D. Martin, L. Vázquez, T. Vargas, C.F. Torres, A. 
Ramírez de Molina, G. Reglero. Antiproliferative effect of alkylglycerols as 
vehicles of butyric acid on colon cancer cells. Chemistry and Physics of Lipids, 
175, 50-56. 2013 
4. D. Martin, M.I. Moran-Valero, L. Vázquez, G. Reglero, C.F. Torres. Comparative 
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and their mixtures. Food Research International, 64, 603-609. 2014 
5. D. Martin, M.I. Moran-Valero, V. Casado, G. Reglero, C.F. Torres. Phosphatidyl 
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CIAL Forum. Madrid (España). 2014 
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